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Si n c e t h e a d v e nt of n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s, t h e a bilit y t o di a g n o s e r ar e di s e a s e s h a s 

i m pr o v e d c o n si d er a bl y. Y et  d e s pit e a d v a n c e s, m o st r ar e di s e a s e s r e m ai n u n di a g n o s e d. I n p art, t hi s i s d u e 

t o a d e m a n d f or m or e effi ci e nt m et h o d s t o i nt er pr et g e n o mi c s e q u e n ci n g d at a, i n a d diti o n t o t h e n e e d t o 

e st a bli s h t h e p h e n ot y pi c c o n s e q u e n c e of v ari a nt s i n g e n e s n ot y et a s s o ci a t e d wit h di s e a s e. 

 

T hi s t h e si s d e s cri b e s t h e d e v el o p m e nt a n d t e sti n g of n o v el m et h o d s t o i m pr o v e di a g n o sti c effi ci e n c y i n 

p ati e nt s wit h r ar e di s e a s e s, i n a d diti o n t o t h e di s c o v er y of n o v el di s e a s e -g e n e r el ati o n s hi p s. H er ei n 

d e s cri b e s t h e D e N o v o L O E U F m et h o d, w hi c h i d e ntifi e s p ut ati v e p at h o g e ni c d e n o v o , l o s s-of -f u n cti o n 

v ari a nt s i n b ot h k n o w n di s e a s e a n d p ut ati v e di s e a s e g e n e s. T h e g e n e -a g n o sti c Hi P P o pr ot o c ol i s f urt h er 

d e s cri b e d, w hi c h pri oriti s e s v ari a nt s i d e ntifi e d i n s e q u e n ci n g d at a. Fi n all y, a p pli c ati o n of t h e G e n e P y 

di m e n si o n alit y r e d u cti o n al g orit h m t o i d e ntif y mi s s e d bi all eli c di a g n o s e s i s di s c u s s e d.  

 

D e N o v o L O E U F w a s a p pli e d i n e st a bli s h e d  di s e a s e g e n e s t o ~ 1 4, 0 0 0 tri o s r e cr uit e d t o t h e 1 0 0, 0 0 0 

G e n o m e s Pr oj e ct ( 1 0 0 K G P). I n t ot al, 9 8 %  of all v ari a nt s i d e ntifi e d w er e pr o v e n di a g n o sti c, i n cl u di n g 3 9 

n e w di a g n o s e s mi s s e d b y 1 0 0 K G P. D e N o v o L O E U F w a s t h e n a p pli e d t o n o v el g e n e s t o t h e s a m e 1 0 0 K G P 

c o h ort. A t ot al of 1 8 p ut ati v e di s e a s e g e n e s w er e i d e ntifi e d, w h er e b y 1 2/ 1 8 ( 6 7 %) of t h e s e g e n e s h a v e 

si n c e b e e n f u n cti o n all y v ali d at e d . F or  t h e r e m ai ni n g 6 g e n e s , c a s e s eri e s ar e u n d er w a y a n d t w o of t h e s e 

wit h s u p p ort i v e f u n cti o n al e vi d e n c e ar e pr e s e nt e d i n t hi s t h e si s: D D X 1 7  ( c o m pri si n g 1 1 p ati e nt s wit h d e 

n o v o  m o n o all eli c v ari a nt s a n d n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e s, n a m e d S e a b y -E n ni s S y n dr o m e); a n d 

H D L B P  ( c o m pri si n g 7 p ati e nt s wit h d e n o v o  m o n o all eli c v ari a nt s a n d n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e s).  

 

Fi n all y, a p pli c ati o n of t h e Hi P P o pr ot o c ol w a s d e m o n str at e d t o b e  a n eff e cti v e, effi ci e nt, alt er n ati v e m et h o d 

t o i nt er pr et g e n o mi c d at a, c a p a bl e of o ut p erf or mi n g str at e gi e s u s e d b y t h e N H S G e n o mi c M e di ci n e S er vi c e 
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( G M S). T h e G M S utili s e s g e n e p a n el s t o a n al y s e s e q u e n c e d at a, w h er e a s Hi P P o i s a p a n el -a g n o sti c 

m et h o d t h at pri oriti s e s v ari a nt s u si n g i n sili c o m etri c s. Hi P P o h a d a s u p eri or di a g n o sti c r at e p er n u m b er of 

v ari a nt a s s e s s e d w h e n c o m p ar e d wit h t h e G M S ( 2 0 % v s 3 % r e s p e cti v el y). Hi P P o f urt h er i d e ntifi e d all 

p at h o g e ni c v ari a nt s r e p ort e d b y t h e G M S a n d i d e ntifi e d a n a d diti o n al mi s s e d p at h o g e ni c v ari a nt . 

 

D at a pr e s e nt e d i n t hi s t h e si s d e m o n str at e h o w n o v el m et h o d s a p pli e d t o g e n o mi c s e q u e n ci n g d at a c a n 

effi ci e ntl y e n h a n c e di a g n o si s r at e s f or p ati e nt s wit h r ar e di s e a s e s a n d i d e ntif y n e w di s e a s e -g e n e 

r el ati o n s hi p s. I n t ur n, t h e s e c a n i m pr o v e p ati e nt o ut c o m e s b y b ett er el u ci d ati n g m e c h a ni sti c u n d er st a n di n g 

of di s e a s e, i d e ntif y n o v el t h er a p e uti c t ar g et s, a n d t ail or tr e a t m e nt s t o s p e cifi c di s e a s e s a n d i n di vi d u al s. T o 

f ull y r e ali s e t h e p ot e nti al of n o v el m et h o d s, a d diti o n al r e s e ar c h i s n e e d e d. F ut ur e pl a n s will i nv ol v e t h e u s e 

of artifi ci al i nt elli g e n c e  t o r efi n e m et h o d s a n d m o d el s f or i m pr o v e d cli ni c al o ut c o m e s.
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5. 3. 4   R N A -s e q a n al y si s  ........................................................................................................................... 2 0 0  

5. 4  Di s c u s si o n  .................................................................................................................. 2 0 2  

5. 5  C o n cl u si o n .................................................................................................................. 2 0 5  

C h a pt e r 6 | D e n o v o v a ri a nt s i n H D L B P a r e a s s o ci at e d wit h a n e ur o d e v el o p m e nt al 

p h e n ot y p e  ................................................................................................................................... 2 0 6  

6. 0  C o nt ri b uti o n st at e m e nt  ............................................................................................. 2 0 6  

6. 1  I nt r o d u cti o n ................................................................................................................ 2 0 6  

6. 2  M et h o d s  ...................................................................................................................... 2 0 7  

6. 2. 1   A c c e s si n g p ati e nt d at a  .................................................................................................................. 2 0 7  

6. 2. 2   X e n o p u s  m et h o d s  .......................................................................................................................... 2 0 8  

6. 2. 3  R N A -bi n di n g m et h o d s  ..................................................................................................................... 2 0 8  

6. 3  R e s ult s  ........................................................................................................................ 2 0 9  

6. 3. 1   M ol e c ul ar g e n eti c fi n di n g s  ............................................................................................................ 2 1 1  

6. 3. 2   X e n o p u s r e s ult s .............................................................................................................................. 2 1 1  

6. 3. 3   R N A -bi n di n g r e s ult s  ....................................................................................................................... 2 1 4  
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6. 4  Di s c u s si o n  .................................................................................................................. 2 1 6  

6. 5  C o n cl u si o n .................................................................................................................. 2 1 8  

C h a pt e r 7 | I m pr o vi n g di a g n o sti c r at e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct  .......................... 2 1 9  

7. 0  C o nt ri b uti o n st at e m e nt  ............................................................................................. 2 1 9  

7. 1  I nt r o d u cti o n ................................................................................................................ 2 1 9  

7. 2  M at e ri al s a n d M et h o d s  .............................................................................................. 2 2 4  

7. 2. 1   D at a a c c e s s  ..................................................................................................................................... 2 2 4  

7. 2. 2   P h e n ot y p e d at a  ............................................................................................................................... 2 2 4  

7. 2. 3   D at a a n al y si s  ................................................................................................................................... 2 2 5  

7. 2. 4   T e sti n g t h e m et h o d o n n o n -tri o d at a ........................................................................................... 2 2 8  

7. 2. 5   It er ati v e r e-a n al y si s  ........................................................................................................................ 2 2 8  

7. 3  R e s ult s  ........................................................................................................................ 2 2 8  

7. 3. 1   C o m p ar ati v e a n al y si s of m et h o d i n 2 0 2 1  ................................................................................... 2 3 1  

7. 3. 2   A s s e s s m e nt of r e m ai ni n g 6 2 v ari a nt s i n 6 2 u ni q u e i n di vi d u al s  .............................................. 2 3 1  

7. 3. 3   S u m m ar y of r e s ult s  ........................................................................................................................ 2 3 4  

7. 3. 4   D e N o v o L O E U F o n n o n -tri o d at a .................................................................................................. 2 3 6  

7. 3. 5   Pr o p orti o n of di s e a s e -c a u si n g v ari a nt s d et e ct e d b y D e N o v o L O E U F  .................................... 2 3 6  

7. 3. 6   It er ati v e r e-a n al y si s  ........................................................................................................................ 2 3 6  

7. 4  Di s c u s si o n  .................................................................................................................. 2 3 6  

7. 4. 1   Li mit ati o n s a n d o p p ort u niti e s  ........................................................................................................ 2 3 9  

7. 5  C o n cl u si o n .................................................................................................................. 2 4 3  

C h a pt e r 8 | Di a g n o si n g c a r di o m y o p at h y p h e n ot y p e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct  .. 2 4 4  

8. 0  C o nt ri b uti o n st at e m e nt  ............................................................................................. 2 4 4  

8. 1  I nt r o d u cti o n ................................................................................................................ 2 4 4  

8. 1. 1   H y p ertr o p hi c c ar di o m y o p at h y ( H C M)  .......................................................................................... 2 4 4  

8. 1. 2   Dil at e d c ar di o m y o p at h y ( D C M)  .................................................................................................... 2 4 5  

8. 1. 3   Arr h yt h m o g e ni c ri g ht v e ntri c ul ar c ar di o m y o p at h y ( A R V C M) ................................................... 2 4 5  
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8. 1. 4   L eft v e ntri c ul ar n o n c o m p a cti o n c ar di o m y o p at h y ( L V N C M)  ..................................................... 2 4 6  

8. 1. 5   1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct  ............................................................................................................ 2 4 6  

8. 2  M et h o d s  ...................................................................................................................... 2 4 7  

8. 2. 1   D at a a c c e s s  ..................................................................................................................................... 2 4 7  

8. 2. 2   I d e ntif yi n g p ati e nt s wit h c ar di o m y o p at hi e s................................................................................. 2 4 8  

8. 2. 3   I d e ntif yi n g di a g n o s e d i n di vi d u al s wit h c ar di o m y o p at hi e s ........................................................ 2 5 0  

8. 2. 4   I d e ntif yi n g p ot e nti al mi s s e d di a g n o s e s ....................................................................................... 2 5 3  

8. 2. 5   I d e ntif yi n g p ot e nti al n o v el g e n e s ................................................................................................. 2 5 3  

8. 3  R e s ult s  ........................................................................................................................ 2 5 3  

8. 3. 1   Di a g n o sti c r at e  ................................................................................................................................ 2 5 6  

8. 3. 2   Mi s s e d di a g n o si s i n u n di a g n o s e d p arti ci p a nt s wit h a C M p h e n ot y p e  ................................... 2 5 6  

8. 3. 3   N o v el g e n e c a n di d at e s  .................................................................................................................. 2 5 7  

8. 3. 4   Di a g n o si n g p ati e nt s wit h o ut  a C M -p h e n ot y p e wit h v ari a nt s i n n o n -C M -r el at e d g e n e s....... 2 5 8  

8. 4  Di s c u s si o n  .................................................................................................................. 2 5 8  

8. 4. 1   T h e s p e ctr u m of di a g n o s e s f or p arti ci p a nt s wit h a C M p h e n ot y p e  ........................................ 2 5 8  

8. 4. 2   Di a g n o s e s f or p arti ci p a nt s wit h o ut a C M p h e n ot y p e  ................................................................ 2 5 9  

8. 4. 3   Mi s s e d di a g n o s e s i n p arti ci p a nt s wit h a C M p h e n ot y p e  .......................................................... 2 6 0  

8. 4. 4   N o v el d e n o v o  c a n di d at e –  C Y FI P 1  ............................................................................................ 2 6 1  

8. 4. 5   Li mit ati o n s ........................................................................................................................................ 2 6 1  

8. 5  C o n cl u si o n .................................................................................................................. 2 6 3  

C h a pt e r 9 | ‘ G e n e P y’ i d e ntifi e s bi all eli c di a g n o s e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct ....... 2 6 4  

9. 0  C o nt ri b uti o n st at e m e nt  ............................................................................................. 2 6 4  

9. 1  I nt r o d u cti o n ................................................................................................................ 2 6 4  

9. 2  M et h o d s  ...................................................................................................................... 2 6 8  

9. 2. 1   A c c e s s t o 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct D at a  ................................................................................ 2 6 8  

9. 2. 2   C ur ati n g a li st of r e c e s si v e di s e a s e g e n e s  ................................................................................. 2 6 9  

9. 2. 3   A p pli c ati o n of G e n e P y  ................................................................................................................... 2 6 9  

9. 2. 4   A s s e s si n g p ot e nti al mi s s e d di a g n o s e s  ....................................................................................... 2 7 2  
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9. 3  R e s ult s  ........................................................................................................................ 2 7 2  

9. 4  Di s c u s si o n  .................................................................................................................. 2 7 4  

9. 4. 1   Li mit ati o n s a n d o p p ort u niti e s  ........................................................................................................ 2 7 6  

9. 5  C o n cl u si o n .................................................................................................................. 2 7 8  

C h a pt e r 1 0 | ‘ Hi P P o’ i m pr o v e s di a g n o sti c effi ci e n c y i n t h e G e n o mi c M e di ci n e S e r vi c e  .. 2 7 9  

1 0. 0   C o nt ri b uti o n st at e m e nt  ............................................................................................ 2 7 9  

1 0. 1   I nt r o d u cti o n ............................................................................................................... 2 7 9  

1 0. 2   M et h o d s  ..................................................................................................................... 2 8 4  

1 0. 2. 1   R e cr uit m e nt a n d p ati e nt d e m o gr a p hi c s  ................................................................................. 2 8 4  

1 0. 2. 2   E x o m e s e q u e n ci n g a n d pi p eli n e  ............................................................................................. 2 8 6  

1 0. 2. 3   G e n o m e M e di ci n e S er vi c e pi p eli n e  ........................................................................................ 2 8 8  

1 0. 2. 4   D at a a n al y si s  .............................................................................................................................. 2 8 8  

1 0. 2. 5   C o m p ari s o n of t w o filt eri n g a p pr o a c h e s  ................................................................................ 2 9 2  

1 0. 3  R e s ult s  ........................................................................................................................ 2 9 2  

1 0. 3. 1   G M S cli ni c al g e n o m e a n al y si s str at e g y  ................................................................................. 2 9 2  

1 0. 3. 2   R e s e ar c h e x o m e Hi P P o str at e g y  ............................................................................................ 2 9 3  

1 0. 3. 3   C o m p ari s o n b et w e e n e x o m e st u d y a n d G M S cli ni c al g e n o m e r e s ult s  ............................. 2 9 8  

1 0. 4  Di s c u s si o n  .................................................................................................................. 3 0 0  

1 0. 4. 1   Li mit ati o n s  ................................................................................................................................... 3 0 3  

1 0. 5  C o n cl u si o n .................................................................................................................. 3 0 4  

C h a pt e r 1 1 | S u m m a r y of k e y fi n di n g s  .................................................................................... 3 0 5  

1 1. 0  I nt r o d u cti o n ................................................................................................................ 3 0 5  

1 1. 1  L o s s of f u n cti o n c o n st r ai nt  ...................................................................................... 3 0 5  

1 1. 2  A p pli c ati o n of L O E U F t o i d e ntif y n o v el di s e a s e g e n e s  ........................................ 3 0 6  

1 1. 2. 1   D D X 1 7  ......................................................................................................................................... 3 0 7  

1 1. 2. 2   H D L B P ......................................................................................................................................... 3 0 8  

1 1. 3  A p pli c ati o n of L O E U F t o i m pr o v e di a g n o sti c r at e s  ............................................... 3 0 9  
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1 1. 4  Di a g n o si n g c a r di o m y o p at hi e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct  ......................... 3 0 9  

1 1. 5  Mi s s e d bi all eli c di a g n o s e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct  ............................... 3 1 0  

1 1. 6  A p a n el -a g n o sti c st r at e g y ‘ Hi P P o’ i m pr o v e s di a g n o sti c effi ci e n c y  .................... 3 1 1  

C h a pt e r 1 2 | F ut ur e c h all e n g e s  ................................................................................................ 3 1 3  

1 2. 0  I nt r o d u cti o n ................................................................................................................ 3 1 3  

1 2. 1  M o vi n g b e y o n d p a n el b a s e d st r at e gi e s  .................................................................. 3 1 3  

1 2. 2  B al a n ci n g d at a s h a ri n g wit h d at a pr ot e cti o n  ......................................................... 3 1 5  

1 2. 3  V U S s i n di s e a s e g e n e s i m p e d e cli ni c al t r a n sl ati o n ............................................... 3 1 8  

1 2. 4  F u n cti o n al v ali d ati o n of n o v el di s e a s e g e n e s  ........................................................ 3 2 1  

1 2. 5  L o n g r e a d s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s  ....................................................................... 3 2 3  

1 2. 6  I nt e gr ati n g A rtifi ci al I nt elli g e n c e ( AI) ....................................................................... 3 2 4  

1 2. 6. 1   R e a n al y si s of g e n o mi c d at a  ..................................................................................................... 3 2 4  

1 2. 6. 2   A ut o m at e d m et h o d s f or p h e n ot y pi n g  ..................................................................................... 3 2 5  

1 2. 6. 3   U si n g AI t o i m pr o v e t h e i nt er pr et ati o n of V U S s  .................................................................... 3 2 5  

1 2. 7   N e w b or n s c r e e ni n g  .................................................................................................. 3 2 7  

1 2. 8   C o n cl u si o n ................................................................................................................. 3 2 8  

R ef e r e n c e s  .............................................................................................................................. 3 2 9  
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Li st of A b br e vi ati o n s  
 

A b br e vi ati o n  D e s cri pti o n  

1 0 0 K G P  1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct  

A B  All el e b al a n c e  

A C M G -A M P  A m eri c a n C oll e g e of G e n eti c s a n d G e n o mi c s -A s s o ci ati o n f or M ol e c ul ar P at h ol o g y  

A D  A ut o s o m al d o mi n a nt  

A F  All el e fr e q u e n c y  

AI  Artifi ci al i nt elli g e n c e  

A n VI L  G e n o mi c D at a S ci e n c e A n al y si s, Vi s u ali s ati o n, a n d I nf or m ati c s L a b  

A PI  A p pli c ati o n pr o gr a m mi n g i nt erf a c e  

A R  A ut o s o m al r e c e s si v e  

A R V C M  Arr h yt h m o g e ni c ri g ht v e ntri c ul ar c ar di o m y o p at h y  

A S D  A uti s m s p e ctr u m di s or d er  

A T A C -s e q  A s s a y f or tr a n s p o s a s e -a c c e s si bl e c hr o m ati n u si n g s e q u e n ci n g a s s a y  

B B S  B ar at el a -S c ott s y n dr o m e  

B MI  B o d y m a s s i n d e x  

b p  B a s e  p air  

C hI A -P E T  C hr o m ati n i nt er a cti o n a n al y si s b y p air e d-e n d t a g s e q u e n ci n g  

C hI P -s e q  C hr o m ati n i m m u n o pr e ci pit ati o n s e q u e n ci n g  

Cli n G e n  Cli ni c al G e n o m e R e s o ur c e  

C M  C ar di o m y o p at h y  

C N V  C o p y n u m b er v ari a nt  

C P U  C e ntr al pr o c e s si n g u nit  

d b G A P  D at a b a s e of g e n ot y p e s a n d p h e n ot y p e s  

D C M  Dil at e d c ar di o m y o p at h y  

D N A  D e o x yri b o n u cl ei c a ci d  

D N A S E -s e q  D n a s e I h y p er s e n siti v e sit e s s e q u e n ci n g  

E N C O D E  T h e E n c y cl o p a e di a  of D N A El e m e nt s  

e Q T L  E x pr e s si o n q u a ntit ati v e tr ait l o ci  

E R  E n d o pl a s mi c r eti c ul u m  

E S E  E x o ni c s pli ci n g e n h a n c er  

E x A C  E x o m e A g gr e g ati o n C o n s orti u m  

E X R C  E ur o p e a n X e n o p u s R e s o ur c e C e ntr e  

F AI R E -s e q  F or m al d e h y d e -a s si st e d i s ol ati o n of r e g ul at or y el e m e nt s s e q u e n ci n g  

F D A  F o o d & Dr u g A d mi ni str ati o n  

FI S H  Fl u or e s c e n c e  i n sit u h y bri di s ati o n 

G B  Gi g a b yt e  
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G C  G u a ni n e -C yt o si n e  

G C S  G o o gl e Cl o u d S er vi c e s  

G D P R  G e n er al D at a Pr ot e cti o n R e g ul ati o n  

G e CI P  G e n o mi c s E n gl a n d Cli ni c al I nt er pr et ati o n P art n er s hi p  

G E L  G e n o mi c s E n gl a n d  

G e n C C  G e n e C ur ati o n C o aliti o n  

G L H  G e n o mi c l a b or at or y h u b  

G M C  G e n o m e M e di ci n e C e ntr e  

G M S  G e n o mi c M e di ci n e S er vi c e  

g n o m A D  G e n o m e a g gr e g ati o n d at a b a s e  

G o F  G ai n of f u n cti o n  

G Q  G e n ot y p e q u alit y  

G R C h 3 7  G e n o m e R ef er e n c e C o n s orti u m H u m a n B uil d 3 7  

G R C h 3 8  G e n o m e R ef er e n c e C o n s orti u m H u m a n B uil d 3 8  

G R E G o R  G e n o mi c s R e s e ar c h t o El u ci d at e t h e G e n eti c s of R ar e Di s e a s e s  

G T E x  G e n ot y p e ti s s u e e x pr e s si o n p ort al  

H C M  H y p ertr o p hi c c ar di o m y o p at h y  

H E T  H et er o z y g ot e  

Hi P P o  Hi g h P at h o g e ni c P ot e nti al  

H L A  H u m a n l e u c o c yt e a nti g e n  

H O M  H o m o z y g ot e  

H P C  Hi g h p erf or m a n c e cl u st er  

H P O  H u m a n p h e n ot y p e o nt ol o g y  

I G V I nt e gr ati v e G e n o mi c s Vi e w er 

I M P C I nt er n ati o n al M o u s e P h e n ot y pi n g C o n s orti u m 

I R A S I nt e gr at e d R e s e ar c h A p pli c ati o n S y st e m 

k b p  Kil o b a s e p air  

K O M P  K n o c k o ut M o u s e Pr oj e ct  

L O E U F  L o s s of f u n cti o n O b s er v e d/ E x p e ct e d U p p er -b o u n d Fr a cti o n  

L o F  L o s s of f u n cti o n  

L O F T E E  L o s s of f u n cti o n tr a n s cri pt eff e ct e sti m at or  

L R S e q  L o n g r e a d s e q u e n ci n g  

L V  L eft v e ntri cl e  

L V N C M  l eft v e ntri c ul ar n o n c o m p a cti o n c ar di o m y o p at h y  

M A F  Mi n or all el e fr e q u e n c y  

M A N E  M at c h e d a n n ot ati o n fr o m t h e N C BI a n d E M B L -E BI  

M E DI P -s e q  M et h yl at e d D N A i m m u n o pr e ci pit ati o n s e q u e n ci n g  

M G D  M o u s e G e n o m e D at a b a s e  

M GI  M o u s e G e n o m e I nf or m ati c s  
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mi R N A  Mi cr o R N A  

M L P A  M ulti pl e x li g ati o n -d e p e n d e nt pr o b e a m pli fic ati o n  

M M E  M at c h m a k er E x c h a n g e  

M N V  M ulti -n u cl e oti d e v ari a nt  

M R S D  Mi ni m u m r e q uir e d s e q u e n ci n g d e pt h  

N G S  N e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g  

N H S  N ati o n al H e alt h S er vi c e  

N M D  N o n s e n s e m e di c at e d d e c a y  

O MI M  O nli n e M e n d eli a n I n h erit a n c e i n M a n  

P C R  P ol y m er a s e c h ai n r e a cti o n  

p e xt  Pr o p orti o n e x pr e s si o n a cr o s s tr a n s cri pt  

p LI  Pr o b a bilit y of l o s s of f u n cti o n i nt ol er a n c e  

p L o F  Pr e di ct e d l o s s of f u n cti o n  

P P V  P o siti v e pr e di cti v e v al u e  

Q C  Q u alit y c o ntr ol  

R A M  R a n d o m a c c e s s m e m or y  

R E  R e s e ar c h E n vir o n m e nt  

R E C  R e s e ar c h Et hi c s C o m mitt e e  

R G D  R ar e g e n eti c di s or d er s  

R N A  Ri b o n u cl ei c a ci d  

s g R N A  Si n gl e g ui d e R N A  

S N P  Si n gl e n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m  

S N V  Si n gl e n u cl e oti d e v ari a nt  

S R S e q  S h ort r e a d s e q u e n ci n g  

S T R  S h ort t a n d e m r e p e at s  

S V  Str u ct ur al v ari a nt  

T B  T er a b yt e  

T F  Tr a n s cri pti o n f a ct or  

T R E  Tr u st e d r e s e ar c h e n vir o n m e nt  

t x Tr a n s cri pt  

U C S C  U ni v er sit y of C alif or ni a, S a nt a Cr u z  

U D N  U n di a g n o s e d di s e a s e s n et w or k  

U S D  U S D oll ar s  

U T R  U ntr a n sl at e d  r e gi o n 

V C F  V ari a nt c all fil e  

v C P U  Virt u al c e ntr al pr o c e s si n g u nit  

V E P  E n s e m bl V ari a nt Eff e ct Pr e di ct or  

V M  Virt u al m a c hi n e  

V U S  V ari a nt of u n c ert ai n si g nifi c a n c e  
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W E S  W h ol e e x o m e s e q u e n ci n g  

W G S  W h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g  
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Li st of Fi g ur e s  
 
Fi g ur e 1. 1 | S c h e m ati c of t h e 3 -1 8 4 9 6 6 1 6 6 -T C -T v ari a nt a n d it s tr a n s cri pt -s p e cifi c a n n ot ati o n s  .............. 4 9  

Fi g ur e 1. 2 | M et h o d s t o d et e ct str u ct ur al v ari ati o n u si n g n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g d at a  ....................... 5 6  

Fi g ur e 1. 3 | T h e M at c h m a k er E x c h a n g e a p pli c ati o n pr o gr a m m e i nt erf a c e a n d it s c o n n e ct e d n o d e s  ........ 6 6  

Fi g ur e 1. 4 | A m ulti -o mi c s a p pr o a c h t o pr e ci si o n m e di ci n e  ......................................................................... 7 3  

Fi g ur e 1. 5 | C o m p ari s o n of t h e di stri b uti o n of p LI a n d L O E U F  ................................................................... 7 7  

Fi g ur e 1. 6 | G e n e -t o-p ati e nt a p pr o a c h f or i m pr o v e d r ar e di s e a s e di a g n o sti c s  ........................................... 8 1  

Fi g ur e 2. 1 | 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct p ati e nt t o di a g n o si s w or kfl o w  ........................................................ 8 9  

Fi g ur e 2. 2 | G e n o mi c s E n gl a n d v ari a nt ti eri n g s y st e m  ................................................................................ 9 1  

Fi g ur e 2. 3 | S c h e m ati c of h o w p e xt e n a bl e s vi s u ali s ati o n of i s of or m e x pr e s si o n a cr o s s e x o ni c r e gi o n s  . 1 0 3  

Fi g ur e 2. 4 | C ur ati o n p ort al w e b i nt erf a c e f or t a g gi n g a n d cl a s sif yi n g v ari a nt s  ......................................... 1 0 5  

Fi g ur e 2. 5 | O v er vi e w of h o w G e n e P y w or k s  ............................................................................................ 1 0 7  

Fi g ur e 3. 1 | S cr e e n s h ot of t h e c ur ati o n p ort al  ........................................................................................... 1 3 0  

Fi g ur e 3. 2 | T e c h ni c al err or e x a m pl e s i n t h e U C S C br o w s er a n d i nt er a cti v e g e n o mi c s vi e w er  ............... 1 3 6  

Fi g ur e 3. 3 | R e s c u e e v e nt e x a m pl e s  ......................................................................................................... 1 3 8  

Fi g ur e 3. 4 | Tr a n s cri pt err or e x a m pl e s  ....................................................................................................... 1 4 0  

Fi g ur e 3. 5 | M a n u al c ur ati o n of 4 0 1 p L o F v ari a nt s i n 6 1 h a pl oi n s uffi ci e nt d e v el o p m e nt al di s e a s e g e n e s

 ................................................................................................................................................................... 1 4 2  

Fi g ur e 3. 6 | M a n u al c ur ati o n of 4 0 1 p L o F v ari a nt s i n 6 1 h a pl oi n s uffi ci e nt d e v el o p m e nt al di s e a s e g e n e s

 ................................................................................................................................................................... 1 4 4  

Fi g ur e 3. 7 | O v erl a p of fl a g s a p pli e d i n m a n u al c ur ati o n t o 4 0 1 p L o F v ari a nt s i n 6 1 h a pl oi n s uffi ci e nt 

di s e a s e g e n e s  ............................................................................................................................................ 1 4 5  

Fi g ur e 3. 8 | L o s s -of -f u n cti o n v er di ct fr o m m a n u al c ur ati o n of h o m o z y g o u s v ari a nt s  ................................ 1 4 7  

Fi g ur e 3. 9 | o v erl a p of fl a g s a p pli e d t o m a n u al c ur ati o n of 3, 3 6 2 p L o F h o m o z y g o u s v ari a nt s  ................. 1 4 9  

Fi g ur e 3. 1 0 | 1, 8 1 5 g e n e s t ol er a nt of h o m o z y g o u s L o F b y L O E U F s c or e a n d O MI M di s e a s e g e n e st at u s

 ................................................................................................................................................................... 1 5 1  

Fi g ur e 4. 1 | M et h o d t o u plift n o v el di s e a s e g e n e di s c o v er y  ...................................................................... 1 6 3  

Fi g ur e 4. 2 | S u m m ar y of Cl a s s 1, 2 a n d 3 r e s ult s  ..................................................................................... 1 6 9  
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Fi g ur e 5. 1 | G e n er ati o n of F 0  a n d F 1  X e n o p u s m o d el s  .............................................................................. 1 8 3  

Fi g ur e 5. 2 | D D X 1 7 p ati e nt v ari a nt s a n d p h ot o gr a p h s  .............................................................................. 1 8 9  

Fi g ur e 5. 3 | K n o c k d o w n of D d x 1 7 d e cr e a s e s c orti c al a x o n c o m pl e xit y i n t h e m o u s e i n vi v o ................... 1 9 1  

Fi g ur e 5. 4 | D D X 1 7 i s n e c e s s ar y a n d s uffi ci e nt f or a x o n d e v el o p m e nt  ..................................................... 1 9 3  

Fi g ur e 5. 5 | H et er o z y g o u s d d x 1 7 X. tr o pi c ali s  cri s p a nt s a p p e ar m or p h ol o gi c all y n or m al b ut s h o w r e d u c e d 

a x o n o ut gr o wt h a n d h a v e a w or ki n g m e m or y d efi cit  ................................................................................. 1 9 5  

Fi g ur e 5. 6 | D D X 1 7 c o ntr ol s t h e e x pr e s si o n of g e n e s i n v ol v e d i n n er v o u s s y st e m d e v el o p m e nt  ............ 2 0 1  

Fi g ur e 6. 1 | s ur vi vi n g F 0  h dl b p cri s p a nt s s h o w m or p h ol o gi c al a n d m ot or a b n or m aliti e s ........................... 2 1 3  

Fi g ur e 6. 2 | R N A bi n di n g affi nit y of H D L B P ( K H 5 -9) a n d it s m ut a nt s t o T F R C 1 a n d T F R C 2  ................... 2 1 5  

Fi g ur e 7. 1 | G e n o mi c s E n gl a n d 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct w or kfl o w  ....................................................... 2 2 1  

Fi g ur e 7. 2 | L O E U F s c or e c o m p ar e d wit h h a pl oi n s uffi ci e nt, a ut o s o m al r e c e s si v e a n d olf a ct or y g e n e li st s

 ................................................................................................................................................................... 2 2 3  

Fi g ur e 7. 3 | S u m m ar y of m et h o d s  ............................................................................................................. 2 2 6  

Fi g ur e 7. 4 | S u m m ar y of r e s ult s u si n g D e N o v o L O E U F o n 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct P ati e nt s  .............. 2 2 9  

Fi g ur e 7. 5 | Pr o p o s e d g e n ot y p e -fir st s cr e e ni n g str at e g y ........................................................................... 2 4 2  

Fi g ur e 8. 1 | M et h o d ol o gi c al w or kfl o w  ........................................................................................................ 2 4 9  

Fi g ur e 8. 2 |  C ar di o m y o p at h y s u p er p a n el - o v erl a p b et w e e n p a n el a p p g e n e s et s  ................................... 2 5 1  

Fi g ur e 9. 1 | G e n e P y f or m ul a  ...................................................................................................................... 2 6 5  

Fi g ur e 9. 2 | O v er vi e w of G e n e P y p at h o g e ni cit y s oft w ar e a n d o ut p ut  ....................................................... 2 6 7  

Fi g ur e 9. 3 | W or kfl o w of G e n e P y a p pli e d t o 7 8, 2 1 6 p arti ci p a nt s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct  ......... 2 7 1  

Fi g ur e 1 0. 1 | G e n o m e M e di ci n e S er vi c e w or kfl o w f or g e n o m e s e q u e n ci n g o n t h e N H S  ......................... 2 8 1  

Fi g ur e 1 0. 2 | A pr o p o s e d m et h o d f or i m pr o vi n g di a g n o sti c yi el d a n d effi ci e n c y  ....................................... 2 8 3  

Fi g ur e 1 0. 3 | O v er vi e w of p ati e nt r e cr uit m e nt a n d a n al y si s  ...................................................................... 2 8 5  

Fi g ur e 1 0. 4 | C o m p ari s o n of r e s ult s b et w e e n t h e r e s e ar c h e x o m e a n d cli ni c al g e n o m e ( N H S) s e q u e n ci n g

 ................................................................................................................................................................... 2 9 9  

Fi g ur e 1 2. 1 | P at h o g e ni c str e n gt h of V U S s a n d a d v a nt a g e s/ di s a d v a nt a g e s of t h eir r et ur n  ..................... 3 1 9  

Fi g ur e 1 2. 2 | T h e gr o wi n g pr o bl e m of V U S s  ............................................................................................. 3 2 6  
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Li st of T a bl e s  
 
T a bl e 1. 1 | V ari a nt cl a s s e s i n cl u di n g o c c urr e n c e, c o n s e q u e n c e a n d c o n si d er ati o n s  ................................. 4 3  

T a bl e 1. 2 | S el e cti o n of c o m m o nl y a p pli e d i n sili c o pr e di cti o n t o ol s a v ail a bl e f or v ari a nt pri oriti s ati o n  ...... 4 5  

T a bl e 1. 3 | G e n e s m a nif e sti n g i n c o m pl et e p e n etr a n c e or v ari a bl e e x pr e s si vit y  ......................................... 5 1  

T a bl e 1. 4 | D e s cri pti o n of t e c h n ol o gi e s f or t h e d et e cti o n of g e n e r e g ul ati o n, e pi g e n eti c s a n d g e n o m e 

str u ct ur e  ....................................................................................................................................................... 5 2  

T a bl e 1. 5 | D e s cri pti o n of n o n -c o di n g v ari a nt cl a s s e s  ................................................................................. 5 3  

T a bl e 1. 6 | M et h o d s f or t h e d et e cti o n of str u ct ur al v ari a nt s a n d t h eir c orr e s p o n di n g a d v a nt a g e s a n d 

di s a d v a nt a g e s  .............................................................................................................................................. 5 5  

T a bl e 1. 7 | F o ur p h e n ot y p e -dri v e n t o ol s f or pri oriti s ati o n of k n o w n a n d n o v el di s e a s e g e n e s  ................... 7 0  

T a bl e 2. 1 | Bi oi nf or m ati c s a n d pr o gr a m mi n g t o ol s a n d s oft w ar e a p pli e d  .................................................... 9 4  

T a bl e 2. 2 | M o st fr e q u e ntl y u s e d R p a c k a g e s  ............................................................................................. 9 4  

T a bl e 2. 3 | S er vi c e m o d ul e s a v ail a bl e o n H eli x  ........................................................................................... 9 6  

T a bl e 2. 4 | G o o gl e Cl o u d S er vi c e s c o m p ut e u s a g e b y t h e Tr a n sl ati o n al G e n o mi c s Gr o u p at t h e Br o a d 

I n stit ut e ......................................................................................................................................................... 9 8  

T a bl e 2. 5 | L O F T E E h ar d filt eri n g crit eri a a n d o pti o n al fl a g s  ..................................................................... 1 0 1  

T a bl e 2. 6 | Pri m er s f or q P C R  ..................................................................................................................... 1 1 9  

T a bl e 2. 7 | S y nt h e si si n g e vi d e n c e of p at h o g e ni cit y ................................................................................... 1 2 1  

T a bl e 2. 8 | E vi d e n c e c o d e s u s e d i n t h e A C M G -A M P g ui d eli n e s  .............................................................. 1 2 2  

T a bl e 2. 9 | C o m bi ni n g crit eri a t o cl a s sif y v ari a nt s  ..................................................................................... 1 2 3  

T a bl e 3. 1 | R ul e s f or fl a g gi n g err or s i n m a n u al c ur ati o n ............................................................................ 1 3 2  

T a bl e 3. 2 | R ul e s f or cl a s sif yi n g p L o F v ari a nt s fr o m m a n u al c ur ati o n ....................................................... 1 3 3  

T a bl e 3. 3 | N e ur o d e v el o p m e nt al g e n e s a s s o ci at e d wit h cl o n al h a e m at o p oi e si s  ...................................... 1 5 6  

T a bl e 4. 1 | Cl a s sifi c ati o n of n o v el di s e a s e g e n e c o nt e n d er s  .................................................................... 1 6 6  

T a bl e 4. 2 | 1 3 p ut ati v e n o v el di s e a s e g e n e s  ............................................................................................. 1 7 1  

T a bl e 5. 1 | C or e p h e n ot y pi c f e at ur e s of c o h ort wit h h et er o z y g o u s d e n o v o v ari a nt s i n D D X 1 7  ............... 1 8 6  

T a bl e 6. 1 | P ati e nt v ari a nt s a n d p h e n ot y p e  ............................................................................................... 2 1 0  

T a bl e 7. 1 | Cl a s sifi c ati o n of r e m ai ni n g 6 2 v ari a nt s  .................................................................................... 2 3 3  
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T a bl e 7. 2 | T a b ul at e d s u m m ar y of r e s ult s  ................................................................................................. 2 3 5  

T a bl e 8. 1 | C ar di o m y o p at h y s u p er p a n el –  c oll ati o n of P a n el A p p g e n e p a n el s c o nt ai ni n g c ar di o m y o p at h y 

r el at e d g e n e s ............................................................................................................................................. 2 5 2  

T a bl e 8. 2 | S u m m ar y of p ati e nt s wit h a c ar di o m y o p at h y p h e n ot y p e a n d t h eir di a g n o s e s  ........................ 2 5 5  

T a bl e 8. 3 | P ot e nti al mi s s e d d e n o v o  di a g n o s e s i n C M -r el at e d g e n e s ..................................................... 2 5 7  

T a bl e 8. 4 | D e n o v o  p L o F v ari a nt s i n n o v el g e n e s f or p ati e nt s wit h a C M -p h e n ot y p e  .............................. 2 5 8  

T a bl e 9. 1 | Fl a g s a p pli e d t o d e -pri oriti s e v ari a nt s  ...................................................................................... 2 7 4  

T a bl e 1 0. 1 | S a m pl e s a n d p h e n ot y p e s of p ati e nt s r e cr uit e d f or a p ar all el r e s e ar c h e x o m e a n d N H S 

g e n o m e  ...................................................................................................................................................... 2 8 7  

T a bl e 1 0. 2 | Filt eri n g crit eri a f or t h e r e s e ar c h e x o m e a n d N H S g e n o m e  .................................................. 2 8 9  

T a bl e 1 0. 3 | C o m p ari s o n of v ari a nt s r e p ort e d b y t h e r e s e ar c h e x o m e s e q u e n ci n g st u d y v s t h e G M S 

g e n o m e s e q u e n ci n g  ................................................................................................................................... 2 9 5  

T a bl e 1 0. 4 | D et ail s of 1 4 v ari a nt s r e p ort e d b y t h e r e s e ar c h e x o m e st u d y m e eti n g pri oriti s ati o n crit eri a . 2 9 7  

T a bl e 1 2. 1 | E x a m pl e s of p ati e nt r e gi stri e s a n d ti s s u e bi o b a n k s  .............................................................. 3 1 7  
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Li st of S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e s  
 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 1  | Cri s pr/ C a s 9 mi cr oi nj e cti o n i nt o X. tr o pi c ali s  e g g s pr o d u c e s m o s ai c 

h o m o z y g o u s cri s p a nt t a d p ol e s e n c o di n g tr u n c at e d D d x 1 7 w hi c h i s i n h erit e d i n t h e F 1 g e n er ati o n.  

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 2 | T h e a mi n o a ci d ali g n m e nt b et w e e n t h e H. s a pi e n s a n d X. tr o pi c ali s D d x 1 7 

pr ot ei n s  

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 3  | F 0  m o s ai c h o m o z y g o u s X. tr o pi c ali s  di s pl a y r e d u c e d a x o n o ut gr o wt h, a n d 

w or ki n g m e m or y li k e F 1  m o d el s, b ut al s o g a str ul ati o n d ef e ct s a n d s h ort t er m mi cr o c e p h al y  

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 4 | R e s ult s of d ar k -li g ht tr a n siti o n s a s s a y a n d n e ur o n al o ut gr o wt h 

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 5  | C o m p o u n d h et er o z y g o u s d d x 1 7-/- t a d p ol e s ar e m or p h ol o gi c all y n or m al b ut 

s h o w w or ki n g m e m or y d efi cit s  

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 6  | N et w or k r e pr e s e nt ati o n of t h e t o p 4 0 e nri c h e d bi ol o gi c al pro c e s s e s  

S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 7  | E nri c h e d bi ol o gi c al pr o c e s s e s f or d o w n-r e g ul at e d a n d u p-r e g ul at e d g e n e s 
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Li st of S u p pl e m e nt ar y T a bl e s  
 
S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 1  | E n vir o n m e nt al t o ol s i n G E L 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 2  | Li st of 1, 8 1 5 g e n e s t ol er a nt of h o m o z y g o u s l o s s-of -f u n cti o n v ari ati o n  

S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 3 | G e n e s t ol er a nt of h o m o z y g o u s  l o s s-of -f u n cti o n v ari ati o n wit h a n O MI M 

d o mi n a nt a s s o ci ati o n  

S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 4  | 2 7 g e n e s wit h m or e t h a n o n e G e n o mi c s E n gl a n d  ki n dr e d aff e ct e d  

S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 5  | 9 9 Cl a s s 2 a n d Cl a s s 3 g e n e s  

S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 6  | S e q u e n c e s of si R N A s a g ai n st D D X 1 7  

S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 7  | A s u m m ar y of hi g h-l e v el p h e n ot y p e s of t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct p ati e nt 

p o p ul ati o n  

S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 8  | All h u m a n g e n e s c ur at e d wit h a L O E U F s c or e  

S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 9  | 1 8 2 p arti ci p a nt s wit h o ut a li st e d c ar di o m y o p at h y  p h e n ot y p e t h at h a d a 

p at h o g e ni c v ari a nt r et ur n e d b y 1 0 0 K G P i n a c ar di o m y o p at h y -r el at e d g e n e 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 1 0  | Q u alit y c o ntr ol of 2 4 s a m pl e s fr o m 8 f a mili e s u n d er g oi n g p ar all el r e s e ar c h 

e x o m e a n d cli ni c al g e n o m e
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Li st of S u p pl e m e nt ar y D at a s et s  
 
S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 1  | E nri c h e d bi ol o gi c al pr o c e s s e s i n D D X 1 7  R N A -s e q d at a  

S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 2  | C ur ati o n of p L o F v ari a nt s i n h a pl oi n s uffi ci e nt g e n e s 

S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 3  | C ur ati o n of 3 3 6 2 h o m o z y g o u s p L o F v ari a nt s 

S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 4  | D et ail e d p h e n ot y p e t a bl e of p ati e nt s wit h D D X 1 7  v ari a nt s  

S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 5  | Diff er e nti all y e x pr e s s e d g e n e s i n D D X 1 7 -K D c ell s c o m p ar e d t o c o ntr ol 

c ell s  

S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 6  | D et ail e d p h e n ot y p e t a bl e of p ati e nt s wit h H D L B P  v ari a nt s  

S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 7  | M a n u al c ur ati o n of 4 5 r e m ai ni n g v ari a nt s 

S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 8  | R e-a n al y si s of D e N o v o L O E U F o n 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct d at a  

S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 9 | 3 6 p o s si bl e mi s s e d di a g n o s e s i n p ati e nt s wit h a c ar di o m y o p at h y 

p h e n ot y p e  

S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 1 0  | G e n e s a s s o ci at e d wit h c ar di o m y o p at hi e s  

S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 1 1  | A ut o s o m al r e c e s si v e di s e a s e g e n e s 

S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 1 2  | 6 8 2 p arti ci p a nt s wit h a p ot e nti al mi s s e d di a g n o si s 

S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 1 3  | V ari a nt s i d e ntifi e d u si n g t h e Hi P P o pr ot o c ol 
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Li st of A p p e n di x P a p er s  
 
A p p e n di x P a p er 1  | Str at e gi e s t o U plift N o v el M e n d eli a n G e n e Di s c o v er y f or I m pr o v e d Cli ni c al O ut c o m e s 

A p p e n di x P a p er 2  | C h all e n g e s i n t h e di a g n o si s a n d di s c o v er y of r ar e g e n eti c di s or d er s u si n g 

c o nt e m p or ar y s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s  

A p p e n di x P a p er 3  | T h e m ut ati o n al c o n str ai nt s p e ctr u m q u a ntifi e d fr o m v ari ati o n i n 1 4 1, 4 5 6 h u m a n s  

A p p e n di x P a p er 4  | Tr a n s cri pt e x pr e s si o n -a w ar e a n n ot ati o n i m pr o v e s r ar e v ari a nt i nt er pr et ati o n  

A p p e n di x P a p er 5  | A d d e n d u m: T h e m ut ati o n al c o n str ai nt s p e ctr u m q u a ntifi e d fr o m v ari ati o n i n 1 4 1, 4 5 6 

h u m a n s  

A p p e n di x P a p er 6  | A d v a n c e d v ari a nt cl a s sifi c ati o n fr a m e w or k r e d u c e s t h e f al s e p o siti v e r at e of 

pr e di ct e d l o s s of f u n cti o n ( p L o F) v ari a nt s i n p o p ul ati o n s e q u e n ci n g d at a  

A p p e n di x P a p er 7  | A g e n e -t o-p ati e nt a p pr o a c h u plift s n o v el di s e a s e g e n e di s c o v er y a n d i d e ntifi e s 1 8 

p ut ati v e n o v el di s e a s e g e n e s  

A p p e n di x P a p er 8  | R e s p o n s e t o R a m o s et al.  

A p p e n di x P a p er 9  | 1 0 0, 0 0 0  G e n o m e s  Pil ot  o n  R ar e -Di s e a s e  Di a g n o si s  i n H e alt h  C ar e  —  Pr eli mi n ar y  

R e p ort  

A p p e n di x  P a p er  1 0  | L o s s -of -f u n cti o n v ari a nt s i n T A F 4 ar e a s s o ci at e d wit h a n e ur o d e v el o p m e nt al 

di s or d er. H u m a n M ut ati o n  

A p p e n di x P a p er 1 1  | M o n o g e ni c d e n o v o  v ari a nt s i n D D X 1 7  c a u s e a n o v el n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er  

A p p e n di x P a p er 1 2  | T ar g eti n g d e n o v o l o s s -of -f u n cti o n v ari a nt s i n c o n str ai n e d di s e a s e g e n e s i m pr o v e s 

di a g n o sti c r at e s i n  t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct  

A p p e n di x P a p er 1 3  | A g e n e p at h o g e ni cit y t o ol ‘ G e n e P y’ i d e ntifi e s mi s s e d bi all eli c di a g n o s e s i n t h e 

1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct  

A p p e n di x P a p er 1 4  | A p a n el -a g n o sti c str at e g y ‘ Hi P P o’ i m pr o v e s di a g n o sti c effi ci e n c y i n t h e U K 2 

G e n o m e M e di ci n e S er vi c e  

A p p e n di x P a p er 1 5  | A n o v el v ari a nt i n G A T M  c a u s e s i di o p at hi c r e n al F a n c o ni s y n dr o m e a n d pr e di ct s 

pr o gr e s si o n t o e n d -st a g e ki d n e y di s e a s e
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D e cl ar ati o n of A ut h or s hi p  
 
Pri nt n a m e: El e a n or G. S e a b y  

Titl e of t h e si s:  M et h o d s t o i d e ntif y n o v el di s e a s e g e n e s a n d u plift di a g n o si s r at e s i n r ar e di s e a s e s  

 

I d e cl ar e t h at t hi s t h e si s a n d t h e w or k pr e s e nt e d i n it i s m y o w n a n d h a s b e e n g e n er at e d b y m e a s t h e 

r e s ult of m y o w n ori gi n al r e s e ar c h.  

 

I c o nfir m t h at:  

1. T hi s w or k w a s d o n e w h oll y or m ai nl y w hil e i n c a n di d at ur e f or a r e s e ar c h d e gr e e at t hi s 

U ni v er sit y;  

2. W h er e a n y p art of t hi s t h e si s h a s pr e vi o u sl y b e e n s u b mitt e d f or a d e gr e e or a n y ot h er 

q u alifi c ati o n at t hi s U ni v er sit y or a n y ot h er i n stit uti o n, t hi s h a s b e e n cl e arl y st at e d;  

3. W h er e I h a v e c o n s ult e d t h e p u bli s h e d w or k of ot h er s, t hi s i s al w a y s cl e arl y attri b ut e d;  

4. W h er e I h a v e q u ot e d fr o m t h e w or k of ot h er s, t h e s o ur c e i s al w a y s gi v e n. Wit h t h e e x c e pti o n of 

s u c h q u ot ati o n s, t hi s t h e si s i s e ntir el y m y o w n w or k;  

5. I h a v e a c k n o wl e d g e d all m ai n s o ur c e s of h el p;  

6. W h er e t h e t h e si s i s b a s e d o n w or k d o n e b y m y s elf j oi ntl y wit h ot h er s, I h a v e m a d e cl e ar 

e x a ctl y w h at w a s d o n e b y ot h er s a n d w h at I h a v e c o ntri b ut e d m y s elf;  

7. P art s of t hi s w or k h a v e b e e n p u bli s h e d a s:  

 

S E A B Y, E. G ., L e g g att, G., C h e n g, G., T h o m a s, N. S., A s ht o n, J. J., St aff or d, I., … & E n ni s, S. ( 2 0 2 3). A 

g e n e p at h o g e ni cit y t o ol ‘ G e n e P y’ i d e ntifi e s mi s s e d bi all eli c di a g n o s e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct - 

i n pr e s s at G e n eti c s i n M e di ci n e 

 

Si n g er -B er k, M., G u d m u n d s s o n, S., B a xt er, S., S E A B Y, E. G ., E n gl a n d, E., W o o d, J. C., ... & O’ D o n n ell -

L uri a, A. ( 2 0 2 3). A d v a n c e d v ari a nt cl a s sifi c ati o n fr a m e w or k r e d u c e s t h e f al s e p o siti v e r at e of pr e di ct e d 

l o s s-of -f u n cti o n v ari a nt s i n p o p ul ati o n s e q u e n ci n g d at a. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s . 
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S E A B Y, E.  G.,  T ur n er, S., B u n y a n, D.  J., S e y e d -R e z ai, F., E s s e x, J., Gil b ert, R.  D. a n d E n ni s, S. ( 2 0 2 2), 

A n o v el v ari a nt i n  G A T M  c a u s e s i di o p at hi c r e n al F a n c o ni s y n dr o m e a n d pr e di ct s pr o gr e s si o n t o e n d -

st a g e ki d n e y di s e a s e. Cli ni c al G e n eti c s . 

 

S E A B Y, E. G ., T h o m a s, N. S.,  W e b b, A.,  Britt ai n,  H., T a yl or T a v ar e s,  A. L., G e n o mi c s E n gl a n d 

C o n s orti u m,  B ar all e, D.,  R e h m,  H. L, O’ D o n n ell -L uri a,  A., E n ni s, S. ( 2 0 2 3). T ar g eti n g  d e n o v o  l o s s of 

f u n cti o n v ari a nt s i n c o n str ai n e d di s e a s e g e n e s i m pr o v e s di a g n o sti c r at e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s 

Pr oj e ct. H u m a n G e n eti c s.  

 

S E A B Y, E. G ., B ar all e, D., R e h m, H. L., O’ D o n n ell-L uri a, A., & E n ni s, S. ( 2 0 2 2). R e s p o n s e t o R a m o s et 

al.  G e n eti c s i n M e di ci n e . 

 

S E A B Y, E. G ., S m e dl e y, D., T a yl or T a v ar e s, A. L., Britt ai n, H., v a n J a ar s v el d, R. H., B ar all e, D., R e h m, 

H. L., O’ D o n n ell -L uri a, A., E n ni s, S. A g e n e -t o-p ati e nt a p pr o a c h e s u plift s n o v el di s e a s e g e n e di s c o v er y 

a n d i d e ntifi e s 1 8 p ut ati v e n o v el di s e a s e g e n e s. ( 2 0 2 2). G e n eti c s i n M e di ci n e . [ E dit or’ s c h oi c e] 

 

J a n s s e n, B., v a n d e n B o o g a ar d, M., Li c ht e n b elt, K., S E A B Y, E. G ., et al. ( 2 0 2 2). L o s s -of -f u n cti o n v ari a nt s 

i n T A F 4 ar e a s s o ci at e d wit h a n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er. H u m a n M ut ati o n . 

 

G u d m u n d s s o n, S., Si n g er -B er k, M., W att s, N., P h u, W., G o o dri c h, J. K., S ol o m o n s o n, M., … S E A B Y, 

E. G ., … & O d o n n ell-L uri a, A. ( 2 0 2 1). V ari a nt i nt er pr et ati o n u si n g p o p ul ati o n d at a b a s e s: l e s s o n s fr o m 

g n o m A D.  H u m a n m ut ati o n . 

 

S m e dl e y, D., S mit h, K. R., … S E A B Y, E. G ., … C a ulfi el d, M. ( 2 0 2 1). “ T h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pil ot o n r ar e 

di s e a s e di a g n o si s i n h e alt h c ar e pr eli mi n ar y r e p ort.”  N e w E n gl a n d J o ur n al of M e di ci n e . 
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G u d m u n d s s o n, S., K ar c z e w s ki, K. J., Fr a n ci oli, L. C., …  S E A B Y, E. G ., … & M a c Art h ur, D. ( 2 0 2 1). 

A d d e n d u m: T h e m ut ati o n al c o n str ai nt s p e ctr u m q u a ntifi e d fr o m v ari ati o n i n 1 4 1, 4 5 6 h u m a n s.  N at ur e . 

 

S E A B Y, E. G ., R e h m, H. L., & O’ D o n n ell-L uri a, A. ( 2 0 2 1). Str at e gi e s t o u plift n o v el M e n d eli a n g e n e 

di s c o v er y f or i m pr o v e d cli ni c al o ut c o m e s.  Fr o nti er s i n G e n eti c s , 1 2, 9 3 5.  

 

C u m mi n g s, B. B., K ar c z e w s ki, K. J., K o s mi c ki, J. A.,  S E A B Y, E. G ., W att s, N. A., Si n g er-B er k, M., … & 

M a c Art h ur, D. ( 2 0 2 0). Tr a n s cri pt e x pr e s si o n -a w ar e a n n ot ati o n i m pr o v e s r ar e v ari a nt 

i nt er pr et ati o n. N at ur e , 5 8 1, 4 5 2-4 5 8.  htt p s:// d oi . or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6-0 2 0 -2 3 2 9 -2.  

 

K ar c z e w s ki, K. J., Fr a n ci oli, L. C., Ti a o, G., C u m mi n g s, B. B., Alf öl di, J., …  S E A B Y, E. G ., … & 

M a c Art h ur, D. ( 2 0 2 0). T h e m ut ati o n al c o n str ai nt s p e ctr u m q u a ntifi e d fr o m v ari ati o n i n 1 4 1, 4 5 6 

h u m a n s.  N at ur e , 5 8 1, 4 3 4-4 4 3.  htt p s:// d oi . or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6-0 2 0 -2 3 0 8 -7.  

 

S E A B Y, E. G ., & E n ni s, S. ( 2 0 2 0). C h all e n g e s i n t h e di a g n o si s a n d di s c o v er y of r ar e g e n eti c di s or d er s 

u si n g c o nt e m p or ar y s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s.  Bri efi n g s i n F u n cti o n al G e n o mi c s . [ E dit or’ s c h oi c e] 

 

 

Si g n e d :  El e a n or Gr a c e S e a b y  

 

D at e:  1 2 /1 2 / 2 3 

 

https://doi/
https://doi/
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A c k n o wl e d g e m e nt s  
 
Fir stl y, I w o ul d li k e t o e xt e n d m y si n c er e t h a n k s t o all t h e p ati e nt s a n d f a mili e s w h o h a v e g e n er o u sl y 

c o ntri b ut e d t o t h e r e s e ar c h pr e s e nt e d i n m y  t h e si s.  

 

I w o ul d li k e t o t h a n k all m y c oll e a g u e s i n S o ut h a m pt o n, I m p eri al C oll e g e L o n d o n , a n d t h e Br o a d I n stit ut e of 

MI T a n d H ar v ar d. P arti c ul arl y, I w o ul d li k e t o t h a n k Dr Si m o n T h o m a s, Dr D a vi d H u nt, Pr of e s s or  M att G uill e, 

Dr A n ni e G o d wi n, a n d Ni k ki Gr a h a m f or t h eir ti m e, e x p erti s e , a n d c o ntri b uti o n s t o w or k t h at h a s b e e n cr u ci al 

t o pr o gr e s si o n of m y P h D. I a m gr at ef ul t o t h e m a n y P h D st u d e nt s a n d p o st d o c s w h o h a v e b e e n a j o y t o 

w or k wit h o v er t h e l a st 3 y e ar s, n ot a bl y Dr J a m e s A s ht o n, Dr G ar y L e g g att,  Dr  L y n n Wi n, Dr C ar oli n a 

J ar a mill o -O q u e n d o, Dr I m o g e n St aff or d a n d Dr G u o C h e n g. I w o ul d li k e t o e xt e n d a s p e ci al t h a n k y o u t o 

Pr of e s s or Mi k e L e vi n at I m p eri al C oll e g e f or al w a y s b eli e vi n g i n m e, s u p p orti n g m e, a n d i n s piri n g m e f or 

o v er 2 0 y e ar s.  

 

M y P h D w o ul d n ot h a v e b e e n p o s si bl e wit h o ut m y i n cr e di bl e s u p er vi s or y t e a m i n t h e U K a n d t h e U S, w h o 

h a v e gi v e n m e t h e fr e e d o m t o b uil d a P h D ar o u n d m y o w n r e s e ar c h q u e sti o n s. T h a n k y o u t o Dr s H ei di 

R e h m a n d A n n e O’ D o n n ell -L uri a  at t h e Br o a d I n stit ut e w h o h a v e b e e n f a nt a sti c m e nt or s, i n s pir ati o n al 

a d v o c at e s f or o p e n  a n d  c oll a b or ati v e s ci e n c e, a n d h a v e gi v e n m e o p p ort u niti e s t o w or k wit h w orl d -l e a di n g 

e x p ert s. T h a n k y o u t o Pr of e s s or Di a n a B ar all e f or h er ki n d n e s s, a d vi c e, h u m o ur, a n d g ui d a n c e  e s p e ci all y  

wit h m y cli ni c al a c a d e mi c c ar e er. M y si n c er e st t h a n ks g o t o  Pr of e s s or S ar a h E n ni s  f or h er u n w a v eri n g 

s u p p ort , e n dl e s s e n c o ur a g e m e nt , ki n d n e s s , p ati e n c e,  a n d wi s d o m o v er t h e l a st 1 3 y e ar s. 

 

I w o ul d li k e t o t h a n k m y fri e n d s a n d f a mil y f or t h eir u n c o n diti o n al l o v e a n d s u p p ort. T h a n k y o u e s p e ci all y t o 

W e n d y a n d A n d y f or b ei n g a s e c o n d f a mil y a n d t o G e m m a f or b ei n g m y b e st fri e n d a n d a c o n st a nt r o c k  of 

s u p p ort . T h a n k y o u t o m y si st er Ali c e f or l etti n g m e sl e e p o n h er  s of a aft er ni g ht s hift s; t o Fl or e n c e , m y 

y o u n g e st si st er , f or t e n a ci o u sl y a d v o c ati n g f or m e ; a n d t o m y bi g br ot h er , T o m , f or al w a y s b ei n g a c al m a n d 

r ati o n al pr e s e n c e. M o st of all , t h a n k y o u t o m y p ar e nt s f or e v er yt hi n g ; I h a v e n o w or d s t o e x pr e s s m y 

gr atit u d e  f or all y o u h a v e d o n e f or m e. P arti c ul arl y , t h a n k y o u t o y o u, M u m , f or all t h e s a crifi c e s y o u m a d e 

f or m e gr o wi n g u p a n d d uri n g m y ill n e s s. All I h a v e a c hi e v e d i s a cr e dit t o y o u a n d D a d.
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F u n d er s  
 

I a m g e n er o u sl y s u p p ort e d b y t h e G er al d K er k ut C h arit a bl e Tr u st, a  S o ut h a m pt o n Pr e si d e nti al S c h ol ar s hi p, 

I m p eri al C oll e g e B R C, th e F o ul k e s F o u n d ati o n, a n d a  D R A G O N gr a nt.  
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P u bli s h e d p a p er s (a n d pr e pri nt s ) d uri n g P h D  
 
D uri n g m y P h D I h a v e c o ntri b ut e d t o a v ari et y of pr oj e ct s , m a n y  of w hi c h e xt e n d b e y o n d t h e r e s ult s 

pr e s e nt e d i n t hi s t h e si s . I u n d ert o o k m y P h D d uri n g t h e C o vi d -1 9  p a n d e mi c, a n d c o n s e q u e ntl y , a 

c o n si d er a bl e a m o u nt of m y ti m e w a s s p e nt o n S A R S -C o V -2 r el at e d pr oj e ct s. H er ei n i s a li st of all 

p u bli c ati o n s a n d pr e pri nt s I h a v e c o ntri b ut e d t o d uri n g m y d o ct or al d e gr e e.  

 
1.  S E A B Y, E. G ., T h o m a s, S., H u nt, D., B ar all e, D., R e h m, H. L., O’ D o n n ell-L uri a, A. L., & E n ni s, S. 

( 2 0 2 3). A p a n el-a g n o sti c str at e g y” Hi P P o” i m pr o v e s di a g n o sti c effi ci e n c y i n t h e U K G e n o m e 

M e di ci n e S er vi c e.  I n pr e s s at H e alt h c ar e. 

 

2.  C h e n, S., Fr a n ci oli, L., G o o dri c h, J., … S E A B Y, E. G ., … & K ar c z e w s ki, K. ( 2 0 23 ). A g e n o m e-

wi d e m ut ati o n al c o n str ai nt m a p q u a ntifi e d fr o m v ari ati o n i n 7 6, 1 5 6 h u m a n g e n o m e s.  N at ur e . 

 

3.  G u o, M. H., Fr a n ci oli, L. C., St e nt o n, S. L., … S E A B Y, E. G ., … & S a m o c h a, K. E. ( 2 0 2 3). 

I nf erri n g c o m p o u n d h et er o z y g o sit y fr o m l ar g e-s c al e e x o m e s e q u e n ci n g d at a.  N at ur e G e n eti c s . 

 

4.  Will s e y, H.  R., S E A B Y, E. G ., G o d wi n, A., E n ni s, S., G uill e, M., Gr ai n g er, R. M. ( 2 0 2 3). M o d eli n g 

H u m a n G e n eti c Di s or d er s i n X e n o p u s: A Pr a cti c al G ui d e - i n pr e s s  at Di s e a s e M o d el s a n d 

M e c h a ni s m s  

 

5.  S E A B Y, E. G ., L e g g att, G., C h e n g, G., T h o m a s, N. S., A s ht o n, J. J., St aff or d, I., … & E n ni s, S. 

( 2 0 2 3). A g e n e p at h o g e ni cit y t o ol ‘ G e n e P y’ i d e ntifi e s mi s s e d bi all eli c di a g n o s e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 

G e n o m e s Pr oj e ct - i n pr e s s  at G e n eti c s i n M e di ci n e  

 

6.  S E A B Y, E. G ., G o d wi n, A., Cl er c, V., M e y er -Dil h et, G., Gr a n d, X., …  E n ni s, S. ( 2 0 2 3). 

M o n o all eli c d e n o v o  v ari a nt s i n D D X 1 7  c a u s e a n o v el n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er. m e d R xi v , 

2 0 2 3 -0 9.  
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7.  Si n g er -B er k, M., G u d m u n d s s o n, S., B a xt er, S., S E A B Y, E. G ., W o o d, J. C., S o n, R. G., … & 

O’ D o n n ell -L uri a, A. ( 2 0 2 3). A d v a n c e d v ari a nt cl a s sifi c ati o n fr a m e w or k r e d u c e s t h e f al s e p o siti v e 

r at e of pr e di ct e d l o s s of f u n cti o n ( p L o F) v ari a nt s i n p o p ul ati o n s e q u e n ci n g d at a.  A m eri c a n J o ur n al 

of H u m a n G e n eti c s.  

 

8.  W oj ci k, M. H., L e mir e, G., Z a ki, M. S., Wi s s m a n n, M., Wi n, W., W hit e, S., ... S E A B Y, E. G ., … & 

O D o n n ell -L uri a, A. ( 2 0 2 3). U ni q u e C a p a biliti e s of G e n o m e S e q u e n ci n g f or R ar e Di s e a s e 

Di a g n o si s.  m e d R xi v , 2 0 2 3-0 8.  

 

9.  L e g g att, G. P., S E A B Y, E. G ., V ei g h e y, K., G a st, C., Gil b ert, R. D., E n ni s, S. A R ol e f or G e n eti c 

M o difi er s i n T u b ul oi nt er stiti al Ki d n e y Di s e a s e s.  G e n e s . 2 0 2 3; 1 4( 8): 1 5 8 2. 

htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 3 3 9 0/ g e n e s 1 4 0 8 1 5 8 2  

 

1 0.  Sir v e nt, S., V all ej o, A. F., C or d e n, E., T e o, Y., D a vi e s, J., Cl a yt o n, K., S E A B Y, E. G ., …  & P ol a k, 
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1. 0  C o nt ri b uti o n st at e m e nt  
 
T hi s c h a pt er i s all m y o w n w or k wit h g ui d a n c e fr o m m y s u p er vi s or y t e a m a n d h a s b e e n p u bli s h e d a s t w o 

s e p ar at e lit er at ur e r e vi e w s : S E A B Y, E. G., R e h m, H. L., & O' D o n n ell -L uri a, A. ( 2 0 2 1). Str at e gi e s t o u plift 

n o v el M e n d eli a n g e n e di s c o v er y f or i m pr o v e d cli ni c al o ut c o m e s.  Fr o nti er s i n G e n eti c s,  1 2, 9 3 5 (A p p e n di x 

P a p er 1 ) a n d S E A B Y, E. G.,  & E n ni s, S. ( 2 0 2 0). C h all e n g e s i n t h e di a g n o si s a n d di s c o v er y of r ar e g e n eti c 

di s or d er s u si n g c o nt e m p or ar y s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s.  Bri efi n g s i n F u n cti o n al G e n o mi c s  (A p p e n di x 

P a p er 2 ).1, 2   

 

1. 1  R ar e g e n eti c di s e a s e s  
 
 
R ar e g e n eti c di s or d er s ( R G D) aff e ct 1 -i n-1 7 i n di vi d u al s i n t h eir lif eti m e.3  T h e y e n c o m p a s s s o m e of t h e m o st 

s e v er e di s or d er s aff e cti n g p ati e nt s w orl d wi d e, i n cl u di n g c hil d h o o d c a n c er s, n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er s, 

a n d m u s cl e di s e a s e s t o n a m e a f e w. 4  M a n y ar e s e v er e a n d lif e -li miti n g, wit h si g nifi c a nt m or bi dit y a n d 

m ort alit y. I n d e e d, 3 0 % of c hil dr e n wit h r ar e di s e a s e s di e b ef or e t h eir fift h birt h d a y. 5  M a n y aff e ct e d p ati e nt s 

ar e w h e el c h air -b o u n d, r e q uir e r e s pir at or y s u p p ort, f e e di n g s u p p ort, s p e ci ali s e d c o m m u nit y s er vi c e s, a n d 

si g nifi c a nt h o s pit ali s ati o n s. 6, 7  T hi s n ot o nl y i m p a ct s t h e p ati e nt s i n v ol v e d, b ut t h eir c ar e gi v er s a n d f a mili e s.  

 

A p pr o xi m at el y 8 0 % of r ar e di s e a s e s h a v e a g e n eti c b a si s y et m a n y of t h e u n d erl yi n g g e n e s h a v e n ot y et 

b e e n i d e ntifi e d , n or h a s t h e wi d e s p e ctr u m of p at h o g e ni c v ari ati o n b e e n d eli n e at e d f or e a c h g e n e. 6 -8  A s 

s u c h, o n a v er a g e a cr o s s all s p e ci alti e s, t h e c a u s al v ari a nt( s) ar e o nl y i d e ntifi e d i n ~ 3 0 -4 0 % of r ar e di s e a s e 

p ati e nt s, l e a vi n g t h e m aj orit y of p ati e nt s a n d t h eir f a mili e s wit h o ut a r eli a bl e pr o g n o si s, r e n d eri n g m e di c al 

c ar e l ar g el y s u p p orti v e a n d oft e n p alli ati v e. 9 -1 2  

 

1. 2  N e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s  
 
I n t h e m o d er n g e n o mi c s er a, t h er e h a s b e e n a n e x p o n e nti al ri s e i n e x o m e a n d g e n o m e s e q u e n ci n g f or t h e 

4 0 0 milli o n p ati e nt s w orl d wi d e wit h r ar e g e n eti c di s e a s e s ( R G D). T h e s e n e xt -g e n er ati o n s e q u e n ci n g ( N G S) 
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t e c h n ol o gi e s ar e t hri vi n g i n t h e di a g n o si s of R G D w h er e tr a diti o n al m et h o d s e. g. c yt o g e n eti c s, S a n g er 

s e q u e n ci n g, a n d li n k a g e a n al y si s h a v e b e e n li mit e d b y l o w r e s ol uti o n t e sti n g, si n gl e t e st t hr o u g h p ut, a n d 

t h e r e q uir e m e nt t o t e st m ulti pl e aff e ct e d f a milie s, r e s p e cti v el y. W h ol e e x o m e s e q u e n ci n g ( W E S) a n d w h ol e 

g e n o m e s e q u e n ci n g ( W G S) c a n o bj e cti v el y t e st t h e g e n o m e f or p ot e nti al di s e a s e -c a u si n g v ari a nt s wit h o ut 

a n a pri ori  c a n di d at e g e n e, w hi c h h a s f a cilit at e d a r a pi d e x p a n si o n of r e s e ar c h i nt o t h e di s c o v e r y of n e w 

di s e a s e g e n e s.  

 

W E S a n d W G S h a v e n o w tr a n siti o n e d fr o m a n e x cl u si v e r e s e ar c h e n vir o n m e nt i nt o r o uti n e cli ni c al pr a cti c e 

a s r e c o g ni s e d di a g n o sti c t e st s. 1 3  I n d e e d, w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g i s n o w a v ail a bl e o n t h e N ati o n al H e alt h 

S er vi c e, d eli v er e d t hr o u g h t h eir G e n o m i c M e di ci n e S er vi c e. H o w e v er, d e s pit e t h eir pr o mi s e, c urr e nt 

di a g n o sti c r at e s ar e s u b o pti m al. T hi s i s i n p art b e c a u s e N G S di a g n o sti c t e sti n g i s li mit e d t o k n o w n di s e a s e 

g e n e s. T h er ef or e, c a u s al v ari a nt s i n n o v el g e n e s or t h o s e o ut si d e of t ar g et e d ( virt u al) g e n e p a n el s ar e  

l ar g el y i g n or e d, at l e a st u ntil it er ati v e r e a n al y s e s c o n si d eri n g  n o v el g e n e di s c o v eri e s b e c o m e 

c o m m o n pl a c e. H o w e v er, t h e g e n o mi c s fi el d i s still a n a cti v e r e s e ar c h ar e n a a n d n ati o n al r e s e ar c h pr oj e ct s 

s u c h a s t h e U K’ s 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct 1 4  a n d t h e U S A’ s All of U s R e s e ar c h Pr o gr a m 1 5  h a v e utili s e d 

l ar g e-s c al e s e q u e n ci n g eff ort s t o di a g n o s e p ati e nt s a n d di s c o v er n e w di s e a s e g e n e r el ati o n s hi p s 

u n d er pi n ni n g n e w R G D. A s a r e s ult, t h e b o u n d ar y b et w e e n cli ni c al di a g n o sti c s a n d n o v el g e n e di s c o v er y 

i s i n cr e a si n gl y bl urr e d, wit h m a n y a n al y st s a d o pti n g a d u al di a g n o sti c a n d r e s e ar c h r ol e. P ati e nt s c o n s e nt e d 

o nl y f or cli ni c al di a g n o sti c s will h a v e t h eir g e n o m e t e st e d a g ai n st k n o w n di s e a s e g e n e s, w h er e a s p ati e nt s 

c o n s e nt e d a d diti o n all y f or r e s e ar c h m a y r e c ei v e a di a g n o si s f oll o wi n g f u n cti o n al st u di e s o n c a n di d at e 

v ari a nt s u n d ert a k e n i n a r e s e ar c h s etti n g. T hi s a p pr o a c h i s st e a dil y i n cr e a si n g t h e n u m b er of n e w g e n e 

di s or d er s i d e ntifi e d, h o w e v er t h er e i s a still m u c h t o b e di s c o v er e d a b o ut t h e h u m a n g e n o m e. I n f a ct, > 7 5 % 

of t h e p h e n ot y pi c al c o n s e q u e n c e s f or v ari ati o n i n all ~ 2 0, 0 0 0 h u m a n pr ot ei n c o di n g g e n e s i s u n a c c o u nt e d 

f or, t h u s r e n d eri n g t h e e x o m e f ar fr o m o b s ol et e.1 6   

 

1. 2. 1   D at a v ol u m e  
 
A n a v er a g e g e n o m e s e q u e n c e d h a s ~ 3 -4 milli o n v ari a nt s a n d sifti n g t hr o u g h t h e s e m a n u all y i s i m p o s si bl e. 

W E S pr o d u c e s si g nifi c a ntl y f e w er v ari a nt s at 2 0, 0 0 0 -2 2, 0 0 0 1 7 , h o w e v er t hi s n u m b er i s still t o o l ar g e f or 
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i n di vi d u al v ari a nt-l e v el s cr uti n y a n d mi s s e s n o n-c o di n g v ari ati o n. Bi oi nf or m ati c m et h o d s c a n r e stri ct d at a t o 

a m or e m a n a g e a bl e n u m b er, h o w e v er t hi s still l e a v e s a n o v er w h el mi n gl y l ar g e n u m b er (t e n s t o t h o u s a n d s) 

of v ari a nt s t o c o n si d er i n m or e d et ail. T hi s r a n g e i s hi g hl y d e p e n d e nt o n u s er -d efi n e d filt eri n g p ar a m et er s, 

w h et h er a n al y si s i s c o n d u ct e d o n a n e x o m e or g e n o m e , a n d w h et h er tri o s e q u e n ci n g i s a v ail a bl e.  

 

1. 3  A n al y si s of N G S d at a f or di a g n o sti c s  
 
It i s n e c e s s ar y t o a p pl y filt eri n g fr a m e w or ks w h e n a n al y si n g N G S d at a  t o w hittl e d o w n v a st q u a ntiti e s of 

v ari a nt s t o a m or e m a n a g e a bl e li st of c a n di d at e s. Alt h o u g h g e n er al filt eri n g str at e gi e s ar e r e c o m m e n d e d, 

t h er e i s n o u ni v er s al fr a m e w or k g o v er ni n g t hi s pr o c e s s. I n v ari a bl y, a n al y si s i s t ail or e d t o i n di vi d u al c a s e s 

b y c o n si d eri n g a n a g gr e g at e of i nf or m ati o n.  

 
1. 3. 1   D e n o v o  a n al y si s  
 
M a n y R G D o c c ur a s o n e -off ( d e n o v o ) e v e nt s i. e. pr e s e nt i n t h e pr o b a n d b ut a b s e nt fr o m u n aff e ct e d 

p ar e nt s . T h e r at e of d e n o v o  m ut ati o n i s b et w e e n 4 4 -8 2 e v e nt s p er g e n o m e wit h 1 -2 aff e cti n g c o di n g 

r e gi o n s, a n d t hi s n u m b er i n cr e a s e s wit h p at er n al a g e.1 8  R e stri cti n g a n al y si s t o d e n o v o  v ari a nt s c a n r e d u c e 

a g e n o m e si g nifi c a ntl y .1 7  T hi s i s a c hi e v e d u si n g tri o d at a ( p ar e nt s/ off s pri n g), w hi c h i s n ot al w a y s a v ail a bl e 

d u e t o c o st r e stri cti o n s or i n a bilit y t o s e q u e n c e r el at e d i n di vi d u al s d u e t o p ar e nt al d e at h, l o s s of c o nt a ct, 

u n k n o w n p at er nit y a n d p ar e nt al r ef u s al. C o n s e q u e ntl y, s o m e e x o m e s a n d g e n o m e s m u st  b e a n al y s e d a s 

si n gl et o n s ( pr o b a n d -o nl y) at t h e e x p e n s e of a n al yti c al n oi s e. D u o st u di e s ( o n e p ar e nt/ pr o b a n d) ar e 

pr ef er a bl e t o pr o b a n d -o nl y, h o w e v er m a n y n o v el v ari a nt s i n t h e pr o b a n d will b e i n h erit e d b y t h e ot h er 

( u n s e q u e n c e d) p ar ent. O v er w h el mi n gl y, si n gl et o n a n al y si s i s t o o n oi s y t o i d e ntif y c a n di d at e s wit h o ut 

ar bitr ar y a n d r e stri cti v e filt eri n g. F urt h er, i n r ar e c a s e s, p ar e nt al g er mli n e m o s ai ci s m c a n r e s ult i n m ulti pl e 

aff e ct e d off s pri n g wit h a s s u m e d d e n o v o  i n h erit a n c e.1 9  

 

1. 3 .2   R e c e s si v e a n al y si s  
 

M ulti pl e aff e ct e d si bli n g s t o u n aff e ct e d p ar e nt s i n cr e a s e s t h e pr o b a bilit y f or r e c e s si v e i n h erit a n c e. W h er e 

c o n s a n g ui nit y i s d e cl ar e d or i m pli e d t hr o u g h r el at e d n e s s c h e c k s, r e gi o n s of a ut o z y g o sit y ( w h er e r e gi o n s of 

D N A ar e i d e nti c al b y d e s c e nt) c a n b e t ar g et e d a s h ot s p ot s f or r ar e h o m o z y g o u s v ari ati o n. Bi all eli c 
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i n h erit a n c e of c o m p o u n d h et er o z y g ot e s i n tr a n s ar e b e st i d e ntifi e d wit h tri o a n al y si s, u nl e s s t h e v ari a nt s 

ar e cl o s e e n o u g h t o g et h er i n t h e pr o b a n d t h at vi s u ali si n g o v erl a p pi n g r e a d d at a c a n d et er mi n e p h a s e. 

H o w e v er, a s si g ni n g p at h o g e ni cit y b e c o m e s m or e c h all e n gi n g w h e n o n e v ari a nt i s a k n o w n p at h o g e n i c 

v ari a nt a n d a s e c o n d i s of l o w q u alit y or h a s l o w i n sili c o pr e di ct or s. T h at s ai d, t h er e ar e c a s e s of k n o w n 

p at h o g e ni c v ari a nt s c a u si n g di s e a s e w h e n c o -i n h erit e d wit h a s e c o n d m or e c o m m o n v ari a nt ( or 

h y p o m or p h) .2 0  T h e tr a d e-off  h er e i s e n s uri n g t h at all el e fr e q u e n ci e s ar e n ot filt er e d t o o r e stri cti v el y 

e s p e ci all y w h e n h y p o m or p h s c a n h a v e all el e fr e q u e n ci e s a s hi g h a s 7 % .2 1   

 

1. 3 .3   All el e fr e q u e n c y  
 
Si n c e p o p ul ati o n all el e fr e q u e n c y ( A F) d at a h a v e b e e n m a d e p u bli cl y a v ail a bl e, d et e cti n g r ar e v ari ati o n h a s 

b e c o m e f ar e a si er .1 4, 2 2  O n e of t h e l ar g e st r e p o sit or i e s of W E S/ W G S d at a, d e pl et e d f or r ar e c hil d h o o d 

di s e a s e, i s t h e g e n o m e a g gr e g ati o n d at a b a s e, or g n o m A D ( htt p:// g n o m a d. br o a di n stit ut e. or g ), h o sti n g 

1 2 5, 7 4 8 e x o m e s a n d 7 1, 7 0 2 g e n o m e s. T o pr e v e nt i nfl ati o n of all el e fr e q u e n ci e s i n g n o m A D a n d e x cl u d e 

s o m ati c v ari a nt s, t h e d at a b a s e o nl y i n cl u d e s v ari a nt s wit h a n all el e b al a n c e b et w e e n 2 0 % a n d 8 0 % f or 

h et er o z y g o u s v ari a nt s. 2 3   

 

T h e l ar g e st r e p o sit or y of w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g d at a i s T o p M E D, w h er e b y t h e y h a v e s e q u e n ci n g d at a 

fr o m o v er 1 8 0, 0 0 0 p arti ci p a nt s.2 4  Hi st ori c all y, gl o b al r e p o sit ori e s h a v e b e e n bi a s e d t o w ar d s E ur o p e a n 

a n c e str y, a n d w hil st t hi s bi a s still e xi st s, m a n y m or e a n c e stri e s ar e n o w i n cl u d e d wit h it er ati v e u p d at e s .2 5  

Wit h A F diff eri n g b et w e e n et h ni citi e s, it i s i m p ort a nt t h at r ar e v ari ati o n i s c o m p ar e d wit h t h e A F of t h e 

p ati e nt’ s et h ni c gr o u p; i. e. w h at m a y b e r ar e i n C a u c a si a n s c o ul d b e c o m m o n i n t h e L ati n o p o p ul ati o n. 

 

U n d o u bt e dl y gl o b al r e p o sit ori e s ar e i m m e n s el y p o w erf ul;  h o w e v er , m o st i n di vi d u al s h ar b o ur s e v er al  pri v at e 

v ari a nt s a b s e nt fr o m t h e s e r e p o sit ori e s  i n t h eir s e q u e n ci n g d at a. E v e n at 1 9 7, 4 5 0 s a m pl e s, g n o m A D i s 

u n d er p o w er e d t o a c c ur at el y c at al o g u e r ar e v ari ati o n o n a p o p ul ati o n l e v el .2 6  T h at s ai d, A F still r e m ai n s a 

f u n d a m e nt al filt eri n g t o ol i n r ar e di s e a s e, b ut fr e q u e n c y c ut -off s  ar e oft e n ar bitr ar y a n d o v erl y l e ni e nt. W hiffi n 

et al .2 7  d e v el o p e d a st ati sti c al t o ol ( htt p:// c ar di o d b. or g/ all el efr e q u e n c y a p p/ ) f or t h e fr e q u e n c y-b a s e d filt eri n g 

of c a n di d at e v ari a nt s a c c o u nti n g f or di s e a s e pr e v al e n c e, i n h erit a n c e m o d e, all eli c h et er o g e n eit y, 

http://gnomad.broadinstitute.org/
http://cardiodb.org/allelefrequencyapp/
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p e n etr a n c e a n d s a m pli n g v ari a n c e. T h e t o ol w a s s h o w n t o r e d u c e c a n di d at e v ari a nt s b y t w o -t hir d s w hil st 

m ai nt ai ni n g s e n siti vit y.  

 
1. 3 .4   V a ri a nt t y p e  
 
V ari a nt t y p e i s a n i m p ort a nt c o n si d er ati o n i n v ari a nt a n al y si s ( T a bl e 1. 1 ). C o di n g v ari a nt s ar e u s u all y 

c o n si d er e d fir st, alt h o u g h s pli ci n g v ari a nt s a n d i n d el s m a y i m p a ct b ot h c o di n g a n d n o n -c o di n g r e gi o n s. 

L o s s -of -f u n cti o n v ari a nt s (fr a m e s hift, st o p-g ai n,  a n d e s s e nti al s pli c e -sit e) ar e r e g ar d e d a s t h e m o st 

p at h o g e ni c c o di n g v ari a nt s a n d ar e r ar er c o m p ar e d t o all ot h er v ari a nt t y p e s. 2 8  H o w e v er, t h e y ar e e nri c h e d 

f or t e c h ni c al art ef a ct s a n d m a n y of t h e s e err or t y p e s ar e n ot a c c o u nt e d f or b y c urr e nt c ur ati o n g ui d eli n e s .2 6  

Mi s s e n s e v ari a nt s ar e s c att er e d a cr o s s di s e a s e g e n e s i n h e alt h y p o p ul ati o n s, c h all e n gi n g t h eir 

i nt er pr et ati o n. R e gi o n al mi s s e n s e c o n str ai nt m etri c s ar e h el pi n g t o pri oriti s e c a n di d at e s.2 9, 3 0  S pli ci n g 

v ari a nt s ( e x o ni c a n d i ntr o ni c) c a n a u g m e nt r e g ul at or y d o m ai n s wit hi n m R N A, p arti c ul arl y t h o s e c o ntr olli n g 

s pli ci n g a n d m a y al s o i nfl u e n c e tr a n sl ati o n .3 1, 3 2  H o w e v er, t h e s e ar e diffi c ult t o a s s e s s b e y o n d t h e c a n o ni c al 

s pli c e sit e a n d m a n y i n sili c o t o ol s p erf or m p o orl y.3 3, 3 4  T h at s ai d, r e c e nt s pli ci n g li br ari e s ar e wi d e ni n g t h e 

bi ol o gi c al u n d er st a n di n g of s pli ci n g v ari a nt s a n d t h e s e c a n b e u s e d t o tr ai n s pli ci n g m o d el s .3 5, 3 6  

S y n o n y m o u s v ari a nt s ar e oft e n di s c ar d e d b ut ar e n ot b e ni g n b y d ef a ult a n d s h o w a d e gr e e of s el e cti v e 

pr e s s ur e. T h e s e v ari a nt s c a n alt er t h e c o n s e n s u s s e q u e n c e ar o u n d s pli c e sit e s a n d m a y al s o a u g m e nt 

tr a n sl ati o n.3 1  S h ort i n d el s s p a n ni n g c o di n g r e gi o n s m a y r e s ult i n l o s s -of -f u n cti o n, s e q u e n c e 

tr u n c ati o n/ el o n g ati o n, or s pli ci n g e v e nt s. Y et t h e s e ar e oft e n p o orl y r e s ol v e d a n d ali g n e d.3 7
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T A B L E 1 .1  | V A RI A N T C L A S S E S I N C L U DI N G O C C U R R E N C E , C O N S E Q U E N C E A N D C O N SI D E R A TI O N S  

V A RI A N T C L A S S  D E S C RI P TI O N  O C C U R R E N C E  C O N S E Q U E N C E  C O N SI D E R A TI O N S  

S Y N O N Y M O U S  Si n gl e n u cl e oti d e 

v ari a nt  

~ 1 1, 8 0 0 p er g e n o m e  D o n ot alt er t h e 

a mi n o a ci d s e q u e n c e  

- N ot al w a y s b e ni g n  

- C a n aff e ct tr a n s cri pti o n a n d s pli ci n g  

MI S S E N S E  Si n gl e n u cl e oti d e 

v ari a nt  

~ 1 0, 6 0 0 p er g e n o m e  Si n gl e a mi n o a ci d 

s u b stit uti o n  

- S c att er e d a cr o s s di s e a s e g e n e s i n 

h e alt h y p o p ul ati o n s  

- M etri c s a v ail a bl e t h at m a p mi s s e n s e 

c o n str ai nt at a r e gi o n al g e n e l e v el a n d 

hi g hli g ht criti c al r e gi o n s t h at m a y b e 

i m pli c at e d i n di s e a s e  

S P LI CI N G  Si n gl e n u cl e oti d e 

v ari a nt ( e s s e nti al or 

n o n -e s s e nti al s pli c e 

sit e) or i n d el  

~ 2, 3 0 0 p er g e n o m e  Alt er t h e s e q u e n c e 

ar o u n d s pli c e 

j u n cti o n s a n d m a y 

r e s ult i n a b err a nt 

m R N A tr a n s cri pti o n  

- V ari a nt s m a y r e d u c e or str e n gt h e n t h e 

n at ur al s pli c e sit e, di sr u pt r e g ul at or y 

s e q u e n c e s ( e. g. sil e n c er s a n d 

e n h a n c er s), i ntr o d u c e n e w s pli c e sit e s, 

or a cti v at e cr y pti c s pli c e sit e s  

- Diffi c ult t o a s s e s s b e y o n d t h e 

c a n o ni c al s pli c e sit e d u e t o li mit ati o n s 

i n a n n ot ati o n s oft w ar e, p arti c ul arl y f or 

i n d el s a n d d e e p i ntr o ni c v ari a nt s 

L O S S O F 

F U N C TI O N  

Fr a m e s hift, 

n o n s e n s e,  or 

e s s e nti al s pli c e sit e  

~ 1 0 0 p er g e n o m e  M a y r e s ult i n pr ot ei n 

tr u n c ati o n or pr ot ei n 

l o s s d u e t o n o n s e n s e 

m e di c at e d d e c a y  

- Pr e di ct e d m o st p at h o g e ni c c o m p ar e d 

t o all ot h er v ari a nt t y p e s 

- E nri c h e d f or a n n ot ati o n, t e c h ni c al a n d 

tr a n s cri pt art ef a ct s 

- Si n gl e e x o n g e n e s e s c a p e n o n s e n s e 

m e di at e d d e c a y  

S H O R T I N D E L S  

 

S m all i n s erti o n s or 

d el eti o n s < 5 0 b a s e -

p air s  

~ 4 2 0, 0 0 0 p er 

g e n o m e  

- I n-fr a m e i n d el s m a y 

el o n g at e or tr u n c at e 

t h e pr ot ei n pr o d u ct 

- O ut of fr a m e i n d el s 

will r e s ult i n l o s s -of -

f u n cti o n 

- I n d el s a cr o s s s pli c e 

sit e s m a y di sr u pt 

s pli ci n g  

- M a y h a v e r e g ul at or y r ol e s o n D N A 

str u ct ur e a n d f u n cti o n  

- Oft e n p o orl y r e s ol v e d a n d ali g n e d 

p arti c ul arl y fr o m s h ort r e a d e x o m e 

d at a  

- W G S i m pr o v e s i n d el c alli n g  

- L o n g r e a d s e q u e n ci n g o ut p erf or m s 

s h ort r e a d s e q u e n ci n g  

R at e s of v ari a nt o c c urr e n c e w er e c oll at e d fr o m 1 0 0 0 g e n o m e s d at a, E x A C d at a, a n d a c o h ort of 4 4 C a u c a si a n g e n o m e s .2 8, 3 8  N ot e t h at 

r at e s of v ari ati o n ar e li k el y t o b e a n u n d er e sti m at e a s c o h ort si z e s ar e still u n d er p o w er e d t o d et e ct all r ar e v ari ati o n. 2 6  A d diti o n all y, i n d el 

r at e s ar e li k el y gr o s sl y u n d er e sti m at e d d u e t o ali g n m e nt a n d m a p pi n g i s s u e s 3 9 .
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1. 3 .5   I n sili c o t o ol s 
 
I n sili c o t o ol s s c or e v ari a nt s a c c or di n g t o f u n cti o n al c o n s e q u e n c e (T a bl e 1. 2 ). A w e alt h of c o m p eti n g 

s oft w ar e i s a v ail a bl e, y et m a n y i nf or m ati c s pi p eli n e s ar e i n c o m p ati bl e wit h all t h e s e t o ol s, n or d o t h e y k e e p 

u p wit h u p d at e d v er si o n s.  Di s c or d a nt e vi d e n c e l o w er s t h e c o nfi d e n c e of r el yi n g o n a n y o n e s c or e. 

C o m p o sit e s c or e s, w hi c h utili s e st ati sti c al m et h o d s, m a c hi n e -l e ar ni n g, a n d d e e p n e ur al n et w or k s c ert ai nl y 

h el p t o r e s ol v e t hi s i s s u e .4 0, 4 1  Y et, n o si n gl e m et h o d e m er g e s c o n si st e ntl y  s u p eri or a n d t h er ef or e a 

c o n s e n s u s a p pr o a c h i s still r e c o m m e n d e d .4 2  Alt h o u g h i n sili c o t o ol s c a n h el p t o pri oriti s e v ari a nt s, t h e y d o 

n ot pr e di ct di s e a s e -c a u s alit y.
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T A B L E 1 .2  | S E L E C TI O N O F C O M M O N L Y A P P LI E D I N SI LI C O P R E DI C TI O N T O O L S A V AI L A B L E F O R V A RI A N T P RI O RI TI S A TI O N  

C A T E G O R Y   A L G O RI T H M   S O U R C E   P RI N CI P L E   

N O N -

S Y N O N Y M O U S 

S N V 

P R E DI C TI O N   

SI F T 4 3  htt p:// sift.j c vi. or g   E v ol uti o n ar y c o n s er v ati o n   

P ol y P h e n -2 4 4   htt p:// g e n eti c s. b w h. h ar v ar d. e d u/ p p h 2   E v ol uti o n ar y c o n s er v ati o n a n d pr ot ei n 

str u ct ur e/f u n cti o n   

M ut ati o n T a st er 4 5   htt p:// w w w. m ut ati o nt a st er. or g   E v ol uti o n ar y c o n s er v ati o n a n d pr ot ei n 

str u ct ur e/f u n cti o n   

Gr a nt h a m 4 6  htt p s:// gi st. git h u b. c o m/ d a ni el e c o o k/   Bi ol o gi c al c o n s e q u e n c e of a mi n o -a ci d 

c h a n g e   

R E V E L 4 7  htt p s:// sit e s. g o o gl e. c o m/ sit e/r e v el g e n o mi c s/  
 

E n s e m bl e l e ar ni n g m et h o d  

Cli n Pr e d 4 8  htt p s:// bi o.t o ol s/ Cli n Pr e d  M a c hi n e l e ar ni n g  

F u n S A V 4 9  htt p:// s u nfl o w er. k ui cr. k y ot o -u. a c.j p/ sj n/ F u n S A V  R a n d o m f or e st m o d el  

S Y N O N Y M O U S 

S N V 

P R E DI C TI O N   

F A T H M M -M K L 5 0   htt p://f at h m m. bi o c o m p ut e. or g. u k/f at h m m M K L. ht m   S e q u e n c e c o n s er v ati o n wit hi n hi d d e n 

M ar k o v m o d el s   

G W A V A 5 1   htt p s:// w w w. s a n g er. a c. u k/ s a n g er/ St at G e n _ G w a v a   I nt e gr ati o n of v ari o u s g e n o mi c a n d 

e pi g e n o mi c a n n ot ati o n s   

Tr a P 5 2  htt p://tr a p -s c or e. or g   I nt e gr at e s s e q u e n c e m otif c h a n g e s a n d 

G E R P + +  

I N D E L 

P R E DI C TI O N  

I n d el MI N E R5 3  htt p:// o mi c st o ol s. c o m/i n d el mi n er -t o ol H e uri sti c m o d el b a s e d o n s plit r e a d d at a  

A B R A 5 4  htt p s:// git h u b. c o m/ m o z a c k/ a br a  D e n o v o  a s s e m bl y  

V ar S c a n 5 5  htt p:// v ar s c a n. s o ur c ef or g e. n et/  I nt e gr ati o n of r e a d c o v er a g e, b a s e 

q u alit y,  a n d n u m b er of str a n d s  

DI N D E L 5 6  htt p s:// o mi ct o ol s. c o m/ di n d el -t o ol B a y e si a n m et h o d  

G A T K H a pl ot y p e 

C all er 5 7  

htt p:// s oft w ar e. br o a di n stit ut e. or g/ g at k/  B a y e si a n m et h o d  

D DI G -i n5 8  htt p:// s p ar k s -l a b. or g/ d di g M a c hi n e l e ar ni n g m et h o d  

D e e p V ari a nt 5 9  htt p s:// git h u b. c o m/ g o o gl e/ d e e p v ari a nt/  D e e p n e ur al n et w or k  

S P LI CI N G 

P R E DI C TI O N   

G e n e S pli c er 6 0   htt p s:// c c b.j h u. e d u/ s oft w ar e/ g e n e s pli c er/   M ar k o v m o d el   

M a x E nt S c a n 6 1   htt p:// g e n e s. mit. e d u/ b ur g el a b/ m a x e nt/   M a xi m u m e ntr o p y m o d el   

H u m a n S pli ci n g 

Fi n d er 6 2   

htt p:// w w w. u m d. b e/ H S F/   P o siti o n d e p e n d e nt l o gi c   

M ut Pr e d S pli c e 6 3   htt p:// m ut d b. or g/ m ut pr e d s pli c e/ a b o ut. ht m   M a c hi n e -l e ar ni n g pr e di cti o n of e x o ni c 

v ari a nt s   

S pli c e Ai 6 4  htt p s:// p y pi. or g/ pr oj e ct/ s pli c e ai/   D e e p n e ur al n et w or k  

C O N S E R V A TI O N 

P R E DI C TI O N   

P h yl o P 6 5  htt p:// c o m p g e n. b s c b. c or n ell. e d u/ p h a st/   St ati sti c al p h yl o g e n eti c t e st s   

G E R P + + 6 6   htt p:// m e n d el. st a nf or d. e d u/ Si d o w L a b/ d o w nl o a d s/ g er p/   C o n s er v ati o n a cr o s s s p e ci e s  

P h a st C o n s 6 7  htt p:// c o m p g e n. c s hl. e d u/ p h a st/   P h yl o g e n eti c hi d d e n M ar k o v m o d el  

P a nt h er -P S E P 6 8  htt p:// p a nt h er d b. or g/t o ol s/ c s n p S c or e F or m.j s p  P o siti o n -s p e cifi c e v ol uti o n ar y 

c o n s er v ati o n  

N O N -C O DI N G 

P R E DI C TI O N  

D e e p S E A 6 9  htt p:// d e e p s e a. pri n c et o n. e d u/  D e e p l e ar ni n g al g orit h m  

G e n o C a n y o n 7 0  htt p:// g e n o c a n y o n. m e d. y al e. e d u  U n s u p er vi s e d l e ar ni n g  

SI n B a D 7 1  htt p://ti n g c h e nl a b. c m b. u s c. e d u/ si n b a d/  S e q u e n c e i nf or m ati o n-b a s e d  d e ci si o n 

m o d el  

P R O T EI N 

P R E DI C TI O N  

A G G R E S C A N 3 D 7 2  htt p:// bi o c o m p. c h e m. u w. e d u. pl/ A 3 D/  Pr ot ei n a g gr e g ati o n m et h o d  

D U E T 7 3  htt p:// str u ct ur e. bi o c. c a m. a c. u k/ d u et  I nt e gr at e d c o m p ut ati o n al a p pr o a c h 

H M M v ar -f u n c7 4  htt p:// bi oi nf or m ati c s. c s. vt. e d u/ z h a n gl a b/ H M M v ar/ d o w nl o a d. p h p  Hi d d e n M ar k o v m o d el s  

L S -S N P/ P D B 7 5  htt p://l s -s n p.i c m.j h u. e d u/l s -s n p -p d b  G e n o m e -wi d e m a p pi n g of S N V s o nt o 

pr ot ei n str u ct ur e s  

http://sift.jcvi.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2
http://www.mutationtaster.org/
https://gist.github.com/danielecook/
https://sites.google.com/site/revelgenomics/
https://bio.tools/ClinPred
http://sunflower.kuicr.kyoto-u.ac.jp/sjn/FunSAV
http://fathmm.biocompute.org.uk/fathmmMKL.htm
https://www.sanger.ac.uk/sanger/StatGen_Gwava
http://trap-score.org/
http://omicstools.com/indelminer-tool
https://github.com/mozack/abra
http://varscan.sourceforge.net/
https://omictools.com/dindel-tool
http://software.broadinstitute.org/gatk/
http://sparks-lab.org/ddig
https://github.com/google/deepvariant/
https://ccb.jhu.edu/software/genesplicer/
http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/
http://www.umd.be/HSF/
http://mutdb.org/mutpredsplice/about.htm
https://pypi.org/project/spliceai/
http://compgen.bscb.cornell.edu/phast/
http://mendel.stanford.edu/SidowLab/downloads/gerp/
http://compgen.cshl.edu/phast/
http://pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp
http://deepsea.princeton.edu/
http://genocanyon.med.yale.edu/
http://tingchenlab.cmb.usc.edu/sinbad/
http://biocomp.chem.uw.edu.pl/A3D/
http://structure.bioc.cam.ac.uk/duet
http://bioinformatics.cs.vt.edu/zhanglab/HMMvar/download.php
http://ls-snp.icm.jhu.edu/ls-snp-pdb
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N e E M O 7 6  htt p:// pr ot ei n. bi o. u ni p d.it/ n e e m o/  R e si d u e i nt er a cti o n n et w or k s  

P M ut 7 7  htt p:// m m b.ir b b ar c el o n a. or g/ P M ut  N e ur al n et w or k  

C O M P O SI T E 

S C O R E  

C A D D 7 8   htt p:// c a d d. g s. w a s hi n gt o n. e d u/   M ulti pl e g e n o mi c a n n ot ati o n s   

M -C A P 4 0  htt p:// b ej er a n o. st a nf or d. e d u/ m c a p/   M a c hi n e -l e ar ni n g c o m p o sit e s c or e 

Ei g e n 7 9  htt p:// w w w. c ol u m bi a. e d u/ ~ii 2 1 3 5/ ei g e n. ht ml   U n s u p er vi s e d s p e ctr al m o d el  

D a n n 4 1  htt p:// c b cl.i c s. u ci. e d u/ p u bli c _ d at a/ D A N N   D e e p n e ur al n et w or k  

Pri m at e AI 8 0  htt p s:// git h u b. c o m/Ill u mi n a/ Pri m at e AI  D e e p n e ur al n et w or k  

Al a m ut  htt p s://i nt er a cti v e -bi o s oft w ar e/ al a m ut -vi s u al  C o m p o sit e s c or e u si n g s pli ci n g, 

mi s s e n s e a n d E S E pr e di cti o n t o ol s  

Al a m ut i s a c o m m er ci al pr o d u ct a n d d o e s n ot h a v e a c orr e s p o n di n g r e s e ar c h p a p er. U p d at e d v er si o n s ar e a v ail a bl e fr o m t h e s o ur c e 

li n k s. [ E S E - e x o ni c s pli ci n g e n h a n c er; S N V –  si n gl e n u cl e oti d e v ari a nt].

http://protein.bio.unipd.it/neemo/
http://mmb.irbbarcelona.org/PMut
http://cadd.gs.washington.edu/
http://bejerano.stanford.edu/mcap/
http://www.columbia.edu/~ii2135/eigen.html
http://cbcl.ics.uci.edu/public_data/DANN
https://interactive-biosoftware/alamut-visual
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1. 3. 5. 1  Di m e n si o n alit y r e d u cti o n  
 
G e n o mi c d at a ar e i ntri n si c all y s p ar s e; v ari ati o n c a n b e r ar e, v er y r ar e, or e ntir el y u ni q u e. Wit h i n cr e a si n g 

a p pli c ati o n of c o nt e m p or ar y s e q u e n ci n g t e c h n ol o g y, t h e di m e n si o n alit y of o b s er v e d v ari ati o n i s c o nti n u all y 

e x p a n di n g. M o st i n sili c o m etri c s pr e di ct c o n s e q u e n c e s of a si n gl e v ari a nt. H o w e v er, f or m a n y i n di vi d u al s 

it i s t h e c o m bi n ati o n of v ari a nt s t h at c a n l e a d t o a d v er s e o ut c o m e s. Di m e n si o n alit y r e d u cti o n r e pr e s e nt s a 

criti c al r e q uir e m e nt f or m a n y m a c hi n e l e ar ni n g a p pli c ati o n s, w h er e b y  d at a c a n b e c oll a p s e d i nt o m or e 

i nt uiti v e a n d m a n a g e a bl e i nf or m ati o n. G e n e P y ( s e e m et h o d s 2. 7. 1 ) i s a g e n e-b a s e d di m e n si o n alit y 

r e d u cti o n p at h o g e ni cit y s c or e t h at r e s c al e s v ari a nt l e v el d at a t o g e n e -l e v el d at a. G e n e P y c a n b e a p pli e d t o 

b ot h di s e a s e c o h ort s a n d c o ntr ol s a n d h a s b e e n s u c c e s sf ul i n s el e cti n g p at h o g e ni c g e n e s f or i nfl a m m at or y 

b o w el di s e a s e .8 1  W hil st g e n e b a s e d m et h o d s s h o w pr o mi s e , n o c urr e nt m et h o d c a n li n k a s p e cifi c 

p h e n ot y p e t o a g e n e b a s e d o n bi ol o gi c al f u n cti o n - all g e n e -b a s e d m etri c s r efl e ct t h e b ur d e n of m ut ati o n 

wit hi n g e n e s of e q u all y -pr e di ct e d c a u s alit y.  

 

1. 3 .6   Ti s s u e -s p e cifi c a n n ot ati o n  
 
Ti s s u e -s p e cifi c a n n ot ati o n h a s b e e n a n e gl e ct e d ar e a of v ari a nt i nt er pr et ati o n. T h e g e n ot y p e ti s s u e 

e x pr e s si o n ( G T E x) p ort al h a s f a cilit at e d t h e st u d y of ti s s u e -s p e cifi c g e n e e x pr e s si o n a n d r e g ul ati o n 

i m p ort a nt f or v ari a nt a n al y si s, e. g. a pr e di ct e d p at h o ge ni c v ari a nt o nl y e x pr e s s e d i n t e st e s i n t h e c o nt e xt of 

a str o n g n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e w o ul d li k el y b e d e pri oriti s e d. E q u all y, a v ari a nt str o n gl y e x pr e s s e d 

i n t h e ki d n e y f or a n e p hr ol o gi c al p h e n ot y p e w o ul d w arr a nt f urt h er s cr uti n y, e v e n if o v er all ti s s u e e x pr e s si o n 

w a s l o w. T h at s ai d, pr u d e n c e i s a d vi s e d h er e; G T E x d at a w er e c oll e ct e d fr o m c a d a v er s, w hi c h will n ot 

n e c e s s aril y r e pr e s e nt i n ut er o i s of or m g e n e e x pr e s si o n w h e n di s e a s e p at h o g e n e si s m a y h a v e o c c urr e d.8 2  

F urt h er m or e, s o m e i n di vi d u al s pr e s e nt m o s ai ci s m a n d v ari a nt s will b e mi s s e d if t h e ti s s u e of ori gi n i s n ot 

s e q u e n c e d.  

 

1. 3 .7   T r a n s c ri pt -s p e cifi c a n n ot ati o n  
 

Tr a n s cri pt -s p e cifi c a n n ot ati o n c o n si d er s h o w a v ari a nt aff e ct s all a n n ot at e d tr a n s cri pt s of t h at gi v e n g e n e. 

C ert ai n di s or d er s ar e tr a n s cri pt -s p e cifi c, i. e. o nl y v ari a nt s di sr u pti n g p arti c ul ar tr a n s cri pt s c a u s e di s e a s e. 

Pr ot ei n tr u n c ati n g v ari a nt s i n tit a n  (T T N)  - o n e of t h e l ar g e st g e n e s e n c o di n g a n e s s e nti al pr ot ei n c o m p o n e nt 
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of stri at e d m u s cl e - c a u s e dil at e d c ar di o m y o p at h y ,8 3  y et l o s s -of -f u n cti o n v ari a nt s ar e f o u n d i n h e alt h y 

i n di vi d u al s. I n h e alt h y c o ntr ol s, l o s s-of -f u n cti o n v ari a nt s o c c ur i n e x o n s a b s e nt fr o m d o mi n a ntl y e x pr e s s e d 

i s of or m s (t h e r e s ult a nt s pli c e d R N A a s a r e s ult of a gi v e n tr a n s cri pt).8 4  T hi s i s w h er e n o m e n cl at ur e a n d 

u n d er st a n di n g v ari a nt n ot ati o n i s e s s e nti al. Di a g n o sti c r e p ort s oft e n d e s cri b e v ari a nt s wit h c o di n g ( c.)  a n d 

pr ot ei n ( p.)  n ot ati o n i n k e e pi n g wit h H G V S g ui d a n c e ,8 5  y et oft e n n e gl e ct t o i n cl u d e w hi c h tr a n s cri pt t h e 

v ari a nt r el at e s t o. T o c o nf u s e m att er s f urt h er, t h er e ar e diff er e nt a n n ot ati o n d at a b a s e s ( R ef S e q, G e n C o d e, 

E n s e m bl) a n d tr a n s cri pt s v ar y b et w e e n t h e m. Alt h o u g h, di s p arit y b et w e e n a n n ot ati o n d at a b a s e s h a s b e e n  

p ar ti all y r e s ol v e d b y a c oll a b or ati v e pr oj e ct ai mi n g t o  h ar m o ni s e h u m a n g e n e a n d tr a n s cri pt a n n ot ati o n –  

t h e M at c h e d A n n ot ati o n fr o m t h e N C BI a n d E M B L-E BI ( M A N E). 8 6  N e v ert h el e s s, r e p orti n g v ari a nt s u si n g 

g e n o m e ( g.)  n o m e n cl at ur e e. g. 1 -5 5 5 1 6 8 8 8 -G -A i s pr ef er a bl e a s all tr a n s cri pt c o n s e q u e n c e s (fr o m a n y 

pr ef err e d a n n ot ati o n d at a b a s e) c a n b e a s s e s s e d, e. g. a v ari a nt m a y b e l o s s -of -f u n cti o n o n o n e tr a n s cri pt 

y et i ntr o ni c o n all ot h er s ( Fi g ur e 1. 1 ). F urt h er m or e, t h e s a m e l o s s -of -f u n cti o n v ari a nt m a y di sr u pt a p o orl y 

e x pr e s s e d tr a n s cri pt i n o nl y o n e ( cli ni c all y irr el e v a nt) ti s s u e. If t hi s l o s s -of -f u n cti o n v ari a nt w a s r e p ort e d 

wit h o ut t h e tr a n s cri pt i nf or m ati o n e. g. p. Tr p 7 1 T er, t h e n a n a n al y st   i nt er pr eti n g t h e d at a c o ul d b e f or gi v e n 

f or a s s u mi n g t h e v ari a nt m a y b e p at h o g e ni c if f o u n d i n a k n o w n di s e a s e g e n e. O n t h e ot h er h a n d, t hi s s a m e 

v ari a nt m a y b e u ni q u el y a n d m o d er at el y e x pr e s s e d i n a ti s s u e of i nt er e st, y et h a v e l o w o v er all ti s s u e 

e x pr e s si o n, ri s k i n g it s e x cl u si o n. T hi s i s w h er e a m al g a m ati n g b ot h ti s s u e- a n d tr a n s cri pt -s p e cifi c 

i nf or m ati o n i s m o st v al u a bl e.
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F I G U R E 1 .1  | S C H E M A TI C O F T H E 3 -1 8 4 9 6 6 1 6 6 -T C -T  V A RI A N T A N D I T S T R A N S C RI P T - S P E CI FI C A N N O T A TI O N S  

 
( A) s h o w s h o w t h e 3 -1 8 4 9 6 6 1 6 6 -T C -T v ari a nt c a u s e s a fr a m e s hift e v e nt o n o n e tr a n s cri pt ( E N S T 0 0 0 0 0 4 4 0 6 6 2) a n d i s i ntr o ni c o n t h e t w o r e m ai ni n g tr a n s cri pt s, i n c l u di n g t h e 

c a n o ni c al tr a n s cri pt i d e ntifi e d b y t h e a st eri s k ( E N S T 0 0 0 0 0 2 3 1 8 8 7*). If t h e v ari a nt w er e j u st a n n ot at e d a s E H H A D H: p. Tr p 7 1 T er, t hi s w o ul d n e gl e ct i m p ort a nt tr a n s cri pt -s p e cifi c 

i nf or m ati o n t h at w o ul d ot h er wi s e l o w er t h e p at h o g e ni cit y of t h e v ari a nt. ( B) S h o w s t h e i n di vi d u al tr a n s cri pt s a n d t h eir c orr e s p o n di n g e x o n s ( bl u e b o x e s). T h e c a n o ni c al tr a n s cri pt i s 

s h a d e d i n d ar k bl u e. M e a n i s of or m e x pr e s si o n of e a c h tr a n s cri pt a cr o s s G T E x ti s s u e s i s s h o w n o n t h e ri g ht. T h e d ott e d or a n g e li n e s h o w s t h e p o siti o n of t h e v ari a nt a cr o s s all 

a n n ot at e d tr a n s cri pt s. T h e tr a n s cri pt h ar b o uri n g t h e p. Tr p 7 1 T er v ari a n t o nl y di sr u pt s t h e c o di n g s e q u e n c e of t h e E N S T 0 0 0 0 0 4 4 0 6 6 2 i s of or m a n d h a s l o w m e a n e x pr e s si o n a cr o s s 

ti s s u e s, s u g g e sti n g t hi s tr a n s cri pt i s n ot bi ol o gi c all y i m p ort a nt. C o ntr a sti n gl y, t h e c a n o ni c al tr a n s cri pt ( E N S T 0 0 0 0 0 2 3 1 8 8 7*) i s hi g hl y e x pr e s s e d a p pr o a c hi n g 3. 5 tr a n s cri pt s p er 

milli o n, y et t h e v ari a nt i s i ntr o ni c f or t hi s tr a n s cri pt. T h er ef or e, b y u si n g tr a n s cri pt l e v el a n n ot ati o n, v ari a nt p at h o g e ni c it y c a n b e m or e a c c ur at el y a s s e s s e d a n d a v oi d pr o vi di n g a f al s e 

s e n s e of p at h o g e ni cit y, p arti c ul arl y if t h e  g e n e h a s a k n o w n di s e a s e a s s o ci ati o n.  
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T o ai d i n t h e i nt er pr et ati o n of tr a n s cri pt -s p e cifi c a n n ot ati o n, C u m mi n g s et al .8 7  d e v el o p e d a t o ol t h at 

f a cilit at e s t h e r a pi d vi s u ali s ati o n of i s of or m e x pr e s si o n v al u e s a cr o s s ti s s u e s, c all e d t h e pr o p orti o n 

e x pr e s s e d a cr o s s tr a n s cri pt ( p e xt) s c or e. P e xt c a n diff er e nti at e  b et w e e n w e a kl y a n d hi g hl y e v ol uti o n aril y 

c o n s er v e d e x o n s a n d t h u s s er v e s a s a s urr o g at e f or f u n cti o n al i m p ort a n c e ( s e e Fi g ur e 2. 3  i n M et h o d s 

2. 6. 2 ). T h e i nt e gr ati o n of p e xt i nt o t h e g n o m A D br o w s er n o w pr o vi d e s a n o p p ort u nit y t o r a pi dl y e x cl u d e 

v ari a nt s fr o m w e a kl y e x pr e s s e d e x o n s.  

 
 

1. 3 .8   I n c o m pl et e p e n etr a n c e  
 
H ar b o uri n g a di s e a s e -c a u si n g v ari a nt d o e s n ot al w a y s r e s ult i n e x pr e s si o n of di s e a s e, a p h e n o m e n o n 

k n o w n a s i n c o m pl et e p e n etr a n c e. 8 8  H o w e v er, p e n etr a n c e m a y i n cr e a s e wit h a g e, a p h e n o m e n o n k n o w n 

a s a g e -d e p e n d e nt p e n etr a n c e, c o m m o nl y s e e n i n n e ur o d e g e n er ati v e di s e a s e s a n d h er e dit ar y  c a n c er 

di s or d er s. 8 9  It m a y w ell b e t h at g e n e s a n d v ari a nt s t h o u g ht t o b e i n c o m pl et el y p e n etr a nt ar e i n d e e d 

p e n etr a nt at e xtr e m e s of a g e. T hi s c o ntr a st s wit h  v ari a bl e e x pr e s si vit y, w h er e b y i n di vi d u al s wit h t h e s a m e  

g e n ot y p e  e x pr e s s diff er e nt d e gr e e s of t h e s a m e p h e n ot y p e . W hil st i n c o m pl et e p e n etr a n c e a n d v ari a bl e 

e x pr e s si vit y ar e bi ol o gi c all y di sti n ct p h e n o m e n a, t h eir bi ol o gi c al eff e ct s oft e n o v erl a p. 8 9   

 

In c o m pl et e p e n etr a n c e i s n ot u n c o m m o n; s e v er al e x a m pl e s e xi st w h er e b y p at h o g e ni c v ari a nt s d o n ot 

al w a y s pr e s e nt cli ni c all y i n t h e i n di vi d u al s w h o c arr y t h e m ( T a bl e 1. 3 ).9 0  T o f urt h er ill u str at e t hi s, g n o m A D, 

w hi c h i s d e pl et e d f or i n di vi d u al s wit h r ar e c hil d h o o d di s e a s e s , c o nt ai n s k n o w n p at h o g e ni c v ari a nt s i n 

h a pl oi n s uffi ci e nt g e n e s ( R B 1 , A P C) . 
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T A B L E 1 .3  | G E N E S M A NI F E S TI N G  I N C O M P L E T E P E N E T R AN C E O R V A RI A B L E E X P R E S SI VI T Y  

 G e n e( s)  P h e n ot y p e  P a p er  

I n c o m pl et e 

P e n etr a n c e  

C X 4 6  C o n g e nit al c at ar a ct  S h a w k y  et al .9 1  

A S X L 1  B o hri n g -O pit z s y n dr o m e  R o p er s  et al. 9 2  

C F H, C FI, C F B, 

C 3, M C B  

At y pi c al h a e m ol yti c 

s y n dr o m e  

Br e si n  et al .9 3  

C O L 1 A 1, 

C O L 1 A 2  

O st e o g e n e si s i m p erf e ct a  V eiti a  et al .9 4  

S C N 5 A  Br u g a d a s y n dr o m e  G o urr a u d  et al .9 5   

D C C  A g e n e si s of t h e c or p u s 

c all o s u m  

M ar s h  et al .9 6  

V ari a bl e 

e x pr e s si vit y  

N F 1  N e ur ofi br o m at o si s t y p e 1  F a h s ol d et al .9 7   

L D L R, A P O B  F a mili al 

h y p er c h ol e st er ol a e mi a  

O etj e n s et al .9 8  

P K D 1, P K D 2  P ol y c y sti c ki d n e y di s e a s e  I g ar a s hi et al. 9 9  

A g e -d e p e n d e nt 

p e n etr a n c e  

B R C A 1, B R C A 2  Br e a st c a n c er ri s k  v a n d er K ol k et al .1 0 0  

T P 5 3  Li -Fr a u m e ni  C orr e a et al .1 0 1  

M L H 1, M S H 2, 

M S H 6, P M S 2, 

E P C A M  

L y n c h S y n dr o m e  Bill er et al .1 0 2  

L R R K 2  P ar ki n s o n’ s di s e a s e  Al e s si et al .1 0 3  

E x a m pl e s of g e n e s di s pl a yi n g i n c o m pl et e or r e d u c e d p e n etr a n c e , v ari a bl e e x pr e s si vit y or a g e-d e p e n d e nt p e n etr a n c e 

a s  s u p p ort e d b y s ci e ntifi c lit er at ur e a cr o s s a di v er s e r a n g e of p h e n ot y p e s.  

 

P o p ul ati o n s e q u e n ci n g pr oj e ct s h a v e r e v e al e d a hi g h b ur d e n of p ot e nti al pr ot ei n -d a m a gi n g v ari a nt s i n 

a p p ar e ntl y h e alt h y i n di vi d u al s .2 6, 2 8, 8 8  D at a e xtr a ct e d fr o m t h e U K bi o b a n k, ar e b e gi n ni n g t o e v al u at e r ar e 

di s e a s e -c a u si n g v ari a nt s a n d r efi n e p e n etr a n c e e sti m at e s .1 0 4  T hi s c h all e n g e s t h e a n al y si s of N G S d at a 

w h e n s o m e g e n eti c di s e a s e s m a y s e gr e g at e t hr o u g h u n aff e ct e d p ar e nt s at all el e fr e q u e n ci e s hi g h er t h a n 

e x p e ct e d f or a f ull y p e n etr a nt di s e a s e v ari a nt. O n t h e ot h er h a n d, s o m e v ari a nt s m a y b e f ull y p e n etr a nt, y et 

m o d ifi er g e n e s or r e s c u e e v e nt s m a y v ar y p h e n ot y p e e x pr e s si vit y. 
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1. 3 .9   N o n -c o di n g v a ri ati o n  
 
U ntil r e c e ntl y, n o n -c o di n g D N A ( c o m pri si n g 9 8 % of t h e h u m a n g e n o m e) w a s c o n si d er e d ‘j u n k’. Wit h t h e 

f alli n g c o st s of W G S a n d a d v a n ci n g t e c h n ol o gi e s (T a bl e 1. 4 ), n o n-c o di n g v ari ati o n i s pr o vi n g it s elf t o b e 

i m p ort a nt f or g e n e r e g ul ati o n, e pi g e n eti c s a n d 3 D g e n o m e str u ct ur e.1 0 5   

 

T A B L E 1 .4  | D E S C RI P TI O N O F T E C H N O L O GI E S F O R T H E D E T E C TI O N O F G E N E R E G U L A TI O N , E PI G E N E TI C S 

A N D G E N O M E S T R U C T U R E  

T Y P E  D E S C RI P TI O N  

C HI P ‐‐S E Q  C hI P ‐s e q u e n ci n g ( C hI P -s e q) i s a m et h o d t o a n al y s e pr ot ei n i nt er a cti o n s wit h D N A. C hI P-s e q c o m bi n e s 

c hr o m ati n i m m u n o pr e ci pit ati o n ( C hI P) wit h D N A s e q u e n ci n g t o i d e ntif y D N A r e gi o n s b o u n d b y pr ot ei n s of 

i nt er e st. Hi st o n e m ar k s i n di c ati n g r e g ul at or y pr o p erti e s i n cl u d e H 3 K 4 m e 3, H 3 K 2 7 m e 3, a n d H 3 K 2 7 a c. 

Tr a n s cri pti o n f a ct or bi n di n g sit e s c a n b e a n al y s e d u si n g C hI P ‐s e q i n a g e n o m e ‐wi d e m a n n er.  

D N A S E ‐‐S E Q, 

A T A C ‐‐S E Q A N D 

F AI R E ‐‐S E Q  

T h e s e t e c h n ol o gi e s i d e ntif y ‘ o p e n c hr o m ati n’ r e gi o n s w h er e D N A bi n di n g pr ot ei n s c a n a c c e s s t ar g et D N A 

s e q u e n c e s.  

HI ‐‐C A N D C HI A ‐‐

P E T  

T h e s e t e c h n ol o gi e s ar e c hr o m o s o m e c o nf or m ati o n c a pt ur e‐b a s e d m et h o d s f or g e n o m e ‐wi d e a n al y si s of 

3 D c hr o m ati n i nt er a cti o n s. Hi ‐C c a n d et e ct  all p o s si bl e i nt er a cti o n s b et w e e n D N A s e q u e n c e s i n t h e 

g e n o m e, s u c h a s t o p ol o gi c al a s s o ci ati o n d o m ai n s. C hr o m ati n i nt er a cti o n a n al y si s b y p air e d -e n d t a g 

s e q u e n ci n g ( C hI A ‐P E T) i n c or p or at e s C hI P -b a s e d e nri c h m e nt a n d hi g h -t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g t o 

d et er mi n e d e n o v o  l o n g r a n g e c hr o m ati n i nt er a cti o n s a cr o s s t h e g e n o m e. 

M E DI P ‐‐S E Q A N D 

W H O L E ‐‐

G E N O M E 

BI S U L FI T E ‐‐S E Q  

T h e s e t e c h n ol o gi e s pr o vi d e g e n o m e ‐wi d e a n al y si s of m et h yl at e d D N A s e q u e n c e s. M e DI P ‐s e q c o m bi n e s 

C hI P a n d hi g h -t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g. W h ol e‐g e n o m e bi s ul p hit e ‐s e q u s e s b ot h tr e at e d ( wit h s o di u m 

bi s ul p hit e ) a n d u ntr e at e d g e n o mi c D N A t o i d e ntif y m et h yl at e d r e gi o n s. 

A T A C -s e q –  a s s a y f or tr a n s p o s a s e -a c c e s si bl e c hr o m ati n u si n g s e q u e n ci n g a s s a y; C hI A -P E T –  c hr o m ati n i nt er a cti o n 

a n al y si s b y p air e d -e n d t a g s e q u e n ci n g; C hI P -s e q –  c hr o m ati n i m m u n o pr e ci pit ati o n s e q u e n ci n g; D N A S E -s e q –  D n a s e 

I h y p er s e n siti v e sit e s s e q u e n ci n g; F AI R E -s e q –  f or m al d e h y d e-a s si st e d i s ol ati o n of r e g ul at or y el e m e nt s s e q u e n ci n g; 

M E DI P -s e q –  m et h yl at e d D N A i m m u n o pr e ci pit ati o n s e q u e n ci n g.  

 

 

Eff ort s t o u n d er st a n d n o n -c o di n g v ari ati o n h a v e c o m e t hr o u g h t h e E N C O D E pr oj e ct, w hi c h h a s pr o vi d e d 

e x p eri m e nt al e vi d e n c e o n t h e f u n cti o n of n o n -c o di n g r e g ul at or y el e m e nt s a n d g ai n e d n e w i n si g ht s i nt o t h e 

n at ur e of tr a n s cri pti o n, c hr o m ati n str u ct ur e a n d hi st o n e m o difi c ati o n .1 0 6  R e s ult s s u g g e st t h at 8 0 % of t h e 

g e n o m e c o nt ai n s el e m e nt s li n k e d t o bi o c h e mi c al f u n cti o n, a n d t h at i nt er g e ni c r e gi o n s c o nt ai n ci s -r e g ul at or y 

el e m e nt s s u c h a s e n h a n c er s, pr o m ot er s, sil e n c er s a n d u ntr a n sl at e d R N A tr a n s cri pt s wit h r e g ul at or y 
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f u n cti o n (T a bl e 1. 5 ).1 0 7  I n sili c o m et h o d s t h at e x pl oit E N C O D E d at a a n d u s e m a c hi n e -l e ar ni n g t o pr e di ct 

t h e f u n cti o n al i m p a ct of n o n-c o di n g si n gl e n u cl e oti d e v ari a nt s ar e e m er gi n g .5 0, 5 1, 7 9, 1 0 8  H o w e v er, t h e r o uti n e 

i nt e gr ati o n of t h e s e m etri c s i s l a c ki n g, n ot l e a st b e c a u s e t h e s a m e v ari a nt m a y h a v e c o nfli cti n g eff e ct s i n 

diff er e nt ti s s u e s, i n di vi d u al s, a n d d e v el o p m e nt al st a g e s a n d m o st a n al yti c al w or kfl o w s ar e ill -e q ui p p e d t o 

i nt er pr et t h eir effe ct s .5 1   

 
 
T A B L E 1 .5  | D E S C RI P TI O N O F N O N - C O DI N G V A RI A N T C L A S S E S  

T Y P E  D E S C RI P TI O N  

R E P R E S E N T A TI V E F U N C TI O N A L N O N ‐‐C O DI N G E L E M E N T S  

U N T R A N S L A T E D 

R E GI O N  

U ntr a n sl at e d r e gi o n s ( U T R s) ar e tr a n s cri b e d D N A i n cl u d e d i n t h e m at ur e m R N A b ut n ot tr a n sl at e d i nt o 

pr ot ei n. T h e 5’ ( u p str e a m) U T R a n d 3’ ( d o w n str e a m) U T R ar e i m p ort a nt f or tr a n sl ati o n al c o ntr ol, m R N A 

st a bilit y a n d i ntr a c ell ul ar l o c ali s ati o n. T h e 5’ U T R c o nt ai n s t h e 5’ c a p a n d t h e 3’ U T R c o nt ai n s t h e 

p ol y a d e n yl ati o n si g n al ( A A U A A A) a n d mi R N A -bi n di n g sit e s.  

P R O M O T E R  Pr o m ot er s pr o vi d e bi n di n g f or t h e pr o m ot er m a c hi n er y t h at i niti at e s g e n e tr a n s cri pti o n, t y pi c all y l o c at e d 

u p str e a m of a g e n e. E pi g e n eti c m ar k er s f or a cti v e a n d r e pr e s si v e pr o m ot er s i n cl u d e H 3 K 4 m e 3 a n d 

H 3 K 2 7 m e 3, r e s p e cti v el y.  

E N H A N C E R  E n h a n c er s pr o vi d e bi n di n g sit e s f or pr ot ei n s t h at h el p a cti v e tr a n s cri pti o n a n d c o ntr ol of e x pr e s si o n l e v el s of 

di st al g e n e( s). H 3 K 2 7 a c i s k n o w n a s t h e r e pr e s e nt ati v e m ar k of a cti v e e n h a n c er s.  

SI L E N C E R  Sil e n c er s pr o vi d e bi n di n g sit e s f or pr ot ei n s i m p ort a nt i n t h e r e pr e s si o n of tr a n s cri pti o n.  

T R A N S C RI P TI O N 

F A C T O R BI N DI N G 

SI T E S  

T F bi n di n g sit e s ar e g e n o mi c el e m e nt s b o u n d b y T F pr ot ei n s t h at pl a y a cr u ci al r ol e i n r e g ul ati o n of g e n e 

tr a n s cri pti o n. T F s bi n d pr ef er a bl y t o s p e cifi c D N A s e q u e n c e m otif s i n ci s -r e g ul at or y r e gi o n s of pr o m ot er a n d 

e n h a n c er D N A.  

I N S U L A T O R S I n s ul at or s ar e D N A el e m e nt s t h at a ct a s a bl o c k er of i nt er a cti o n s b et w e e n r e g ul at or y el e m e nt s ( e. g., 

e n h a n c er -bl o c k er i n s ul at or s) a n d/ or a b arri er t o pr o p a g ati o n of r e pr e s si v e c hr o m ati n ( b arri er i n s ul at or s).  

T R A N S C RI B E D 

N O N ‐‐C O DI N G 

R E GI O N S  

S o m e n o n -c o di n g D N A i s tr a n s cri b e d i nt o f u n cti o n al R N A b ut n ot tr a n sl at e d i nt o pr ot ei n. S p e cifi c e x a m pl e s 

i n cl u d e tr a n sf er R N A, ri b o s o m al R N A, mi R N A, l o n g (i nt er g e ni c) n o n‐c o di n g R N A, s m all n u cl e ol ar R N A, a n d 

ot h er s.  

 [ T F –  tr a n s cri pti o n f a ct or; mi R N A –  mi cr o R N A; U T R –  u ntr a n sl at e d r e gi o n].  

 
 

1. 3. 1 0   Str u ct ur al v a ri ati o n  
 
Str u ct ur al v ari a nt s ( S V s) ar e g e n o mi c r e arr a n g e m e nt s l ar g er t h a n 5 0 b a s e -p air s. S V s n ot o nl y aff e ct g e n e 

d o s a g e b ut  c a n m o d ul at e t h e b a si c m e c h a ni s m s of g e n e r e g ul ati o n b y alt eri n g t h e c o p y n u m b er of 
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r e g ul at or y el e m e nt s a n d b y m o dif yi n g t h e 3 D g e n o m e t hr o u g h t o p ol o gi c al a s s o ci ati n g d o m ai n s. S V di s e a s e 

m e c h a ni s m s ar e e xt e n si v el y r e vi e w e d el s e w h er e i n t h e lit er at ur e.1 0 5  

 

S V s c a n b e b al a n c e d (i n v er si o n s a n d tr a n sl o c ati o n s), or u n b al a n c e d ( d el eti o n s, i n s erti o n s , a n d 

d u pli c ati o n s) a n d t h eir tr u e a b u n d a n c e i s o nl y j u st b ei n g r e ali s e d. C olli n s et al. 1 0 9   c at al o g u e d 4 3 3, 3 7 1 

di sti n ct S V s a cr o s s > 1 4, 0 0 0 g e n o m e s i n g n o m A D, pr o d u ci n g 7, 4 3 9 S V s o n a v er a g e p er i n di vi d u al, 

c o ntri b uti n g t o a p pr o xi m at el y 2 5 -2 9 % of all r ar e pr ot ei n tr u n c ati n g e v e nt s. T h er ef or e, t h er e i s li k el y t o b e 

a n a p pr e ci a bl e b ur d e n of r ar e p a t h o g e ni c v ari ati o n s e c o n d ar y t o S V s u n d et e ct e d b y c urr e nt cli ni c al t e sti n g 

st a n d ar d s. T hi s h a s oft e n b e e n s u s p e ct e d, p arti c ul arl y i n c a s e s w h e n o n e p at h o g e ni c v ari a nt i s d et e ct e d i n 

a r e c e s si v e g e n e of i nt er e st a n d t h er e’ s s u s pi ci o n f or a ‘ s e c o n d hit’ s o m e w h er e el s e i n t h e g e n o m e. I n d e e d, 

a C olli n s et al . s h o w e d t h at 4 % of u n di a g n o s e d g e n o m e s w er e s ol v e d u si n g S V c alli n g. 1 0 9  

 

T h e m o st w ell st u di e d S V s ar e u n b al a n c e d S V s or c o p y n u m b er v ari a nt s ( C N V s). Arr a y c o m p ar ati v e 

g e n o mi c h y bri di s ati o n i s t h e fir st -li n e di a g n o sti c C N V t e st, h o w e v er it s l o w r e s ol uti o n a n d i n a bilit y t o d et e ct 

b al a n c e d r e arr a n g e m e nt s m e a n t h at a l ar g e pr o p orti o n of S V s ar e mi s s e d .1 0 5  A s t e c h n ol o gi e s h a v e 

a d v a n c e d, t h e d et e cti o n of S V s h a s m o v e d a w a y fr o m c yt o g e n eti c s t o w ar d s N G S ( T a bl e 1. 6 ). M et h o d s t o 

d et e ct S V s fr o m s h ort -r e a d W G S d at a h a s b e e n m a d e p o s si bl e b y a n a b u n d a n c e of t o ol s t h at e x pl oit p air e d -

e n d r e a d s, r e a d d e pt h, a n d s plit r e a d s ( Fi g ur e 1. 2 ). T h e or eti c all y, all S V cl a s s e s c a n b e d et e ct e d at a fi n er 

s c al e t h a n off er e d b y tr a diti o n al m et h o d s. H o w e v er, t h e s e m et h o d s ar e li mit e d, p arti c ul arl y fr o m s h ort -r e a d 

d at a w h er e m a p pi n g i s n ot ori o u sl y i n a c c ur at e a r o u n d r e p etiti v e r e gi o n s, a n d m o st a n al yti c al pi p eli n e s d o 

n ot s u p p ort S V c alli n g w h e n t h eir t hr o u g h p ut i s pr e d o mi n a ntl y W E S. L o n g -r e a d s e q u e n ci n g ( L R Se q ) a n d 

o pti c al m a p pi n g  h a v e  e m er g e d a s s ol uti o n s  a n d h a v e  alr e a d y r e v e al e d m a n y ti m e s m or e S V s p er g e n o m e 

w h e n c o m p ar e d wit h s h ort r e a d s e q u e n ci n g  (S R S e q) ; h o w e v er, c o st i s still a s u b st a nti al i s s u e.1 1 0  Li n k e d -

r e a d t e c h n ol o g y, pr o vi d e d b y 1 0 X G e n o mi c s, i nt e gr at e s S R S e q  wit h l o n g r a n g e i nf or m ati o n. L o n g 

m ol e c ul e s of D N A ar e fr a g m e nt e d a n d l a b ell e d wit h a b ar c o d e; t h e s e fr a g m e nt s u n d er g o S R S e q , pr o d u ci n g 

a s et of l a b ell e d r e a d s t h at ori gi n at e fr o m t h e s a m e D N A m ol e c ul e. T hi s t e c h n ol o g y i s c h e a p er c o m p ar e d 

wit h L R S e q  a n d f a cilit at e s si m ult a n e o u s d et e cti o n of s m all a n d l ar g e v ari a nt s fr o m a si n gl e li br ar y, h o w e v er 

t hi s t e c h n ol o g y i s pr o n e t o t h e s a m e li mit ati o n s a s b ot h S R Se q  a n d L R S e q .1 1 1
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T A B L E 1 .6  | M E T H O D S F O R T H E D E T E C TI O N O F S T R U C T U R A L V A RI A N T S A N D T H EI R C O R R E S P O N DI N G A D V A N T A G E S A N D 

DI S A D V A N T A G E S  

M E T H O D S  A D V A N T A G E S  DI S A D V A N T A G E S  

G B A N D E D 

K A R Y O T Y P E  

- U n bi a s e d  

- G o o d f or a n e u pl oi d y  

- Li mit e d r e s ol uti o n ( 5 -7 m e g a b a s e s)  

FI S H  - U s e s fi x e d i nt er p h a s e c ell s  

- A s s e s s e s b al a n c e d tr a n sl o c ati o n s  

- D et e ct s m o s ai ci s m a n d t u m o ur h et er o g e n eit y  

- R e q uir e s m ulti pl e pr o b e s/ a s s a y s t o t e st m ulti pl e l o ci  

- L o w r e s ol uti o n ( 1 0 0 -2 0 0 kil o b a s e s)  

A R R A Y C G H  - G o o d f or C N V a n d l o s s of h et er o z y g o sit y  

- B ett er r e s ol uti o n t h a n FI S H  

- L o w c o st p er d at a p oi nt  

- R e s ol uti o n still li mit e d ( 5 0 -1 0 0 kil o b a s e s)  

- C a n n ot d et e ct b al a n c e d tr a n sl o c ati o n s  

- C a n n ot d et e ct c o p y n e utr al C N V s  

- L o w t hr o u g h p ut  

M L P A  - D et e ct s s m all r e arr a n g e m e nt s u p t o 5 0 b p 

- Hi g h t hr o u g h p ut  

- U s e s u p t o 4 0 pr o b e s  

- C a n n ot d et e ct c o p y n e utr al C N V s  

- P o or f or m o s ai ci s m a n d t u m o ur h et er o g e n eit y  

S H O R T R E A D 

S E Q U E N CI N G 

( S R SE Q ) 

- C a n d et e ct f ull r a n g e of g e n eti c v ari ati o n  

- Hi g h t hr o u g h p ut  

- R e s ol uti o n fr o m 5 0 b p  

- Gr e at er p er b a s e a c c ur a c y t h a n L R S e q  

- D e e p er c o v er a g e  

- D e p e n d e nt o n c o v er a g e  

- S u s c e pti bl e t o G C bi a s  

- Pr o n e t o err or s p arti c ul arl y ar o u n d l o w c o m pl e xit y 

r e gi o n s 

- R e q uir e s W G S t o a s s e s s all S V cl a s s e s  

L O N G R E A D 

S E Q U E N CI N G 

( L R SE Q ) 

- C a n d et e ct f ull r a n g e of g e n eti c v ari ati o n  

- Hi g h t hr o u g h p ut  

- D et e ct s m or e S V s t h a n S R S e q  

- M or e u nif or m c o v er a g e  

- Gr e at er o v er all a c c ur a c y t h a n S R S e q  

- E x p e n si v e  

- L o w er p er b a s e a c c ur a c y t h a n S R S e q  

- L o w er d e pt h of c o v er a g e  

- C a n n ot r e s ol v e s e q u e n c e s l ar g er t h a n i n p ut D N A  

LI N K E D -R E A D 

S E Q U E N CI N G  

- C a n d et e ct f ull r a n g e of g e n eti c v ari ati o n  

- C o n str u ct s l o n g r a n g e h a pl ot y p e s  

- L o w err or r at e  

- L o w er c o st c o m p ar e d wit h L R S e q  

- C a n n ot r e s ol v e s e q u e n c e s l ar g er t h a n i n p ut D N A  

- S u s c e pti bl e t o G C bi a s  

- R e d u c e d p erf or m a n c e ar o u n d s m all i n d el c alli n g  

[ B p –  b a s e p air; C G H –  c o m p ar ati v e g e n o mi c h y bri di s ati o n; C N V –  c o p y n u m b er v ari a nt; FI S H –  fl u or e s c e n c e i n sit u h y bri di s ati o n; k b p 

–  kil o b a s e p air; L R S e q  –  l o n g r e a d s e q u e n ci n g; M L P A –  m ulti pl e x li g ati o n -d e p e n d e nt pr o b e a m plifi c ati o n; S R S e q  –  s h ort r e a d 

s e q u e n ci n g; S V –  str u ct ur al v ari a nt; W G S –  w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g].
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R e a d d e pt h  i s e x pl oit e d t o a s s e s s d el eti o n s a n d d u pli c ati o n s. R e a d s ali g n e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e will s h o w i n cr e a s e d c o v er a g e o v er d upli c at e d r e gi o n s a n d d e cr e a s e d 

c o v er a g e i n t h e pr e s e n c e of a d el eti o n. P air e d r e a d s  ar e s e q u e n c e d fr o m eit h er e n d, l e a vi n g a n i n s erti o n g a p i n t h e mi d dl e. I n a d el eti o n t h e r e a d p air s ali g n t o t h e r ef er e n c e f urt h er 

a p art t h a n e x p e ct e d. D ott e d gr e e n  li n e s d e n ot e c h a n g e i n r e a d p o siti o n/ ori e nt ati o n b et w e e n s a m pl e a n d r ef er e n c e. I n a t a n d e m d u pli c ati o n t h e ori e nt ati o n of t h e r e a d p air is 

r e v er s e d i n t h e r ef er e n c e. I n a n i n s erti o n t h e r e a d p air s ar e ali g n e d cl o s er t o g et h er t h a n e x p e ct e d i. e. t h eir i n s ert si z e i s l e s s t h a n e x p e ct e d. F or i n v er si o n s , t h e p air e d r e a d s ali g n i n 

t h e s a m e dir e cti o n ( eit h er i n t h e f or w ar d or r e v er s e dir e cti o n). F or a tr a n sl o c ati o n , t h e r e a d s p air s ar e m a p p e d t o diff er e nt c hr o m o s o m e s. S plit r e a d s  o c c ur o v er br e a k p oi nt s. F or a 

d el eti o n , r e a d s a cr o s s t h e br e a k p oi nt will b e s plit i n t h e r ef er e n c e. F or a t a n d e m d u pli c ati o n , r e a d s s p a n ni n g t h e c o n c at e n ati o n of t h e d u plic ati o n will b e s plit w h er e t h e i n s erti o n 

b e gi n s a n d e n d s. F or a n i n s erti o n , r e a d s will s plit at t h e p oi nt w h er e t h e i n s erti o n b e gi n s or e n d s. F or a n i n v er si o n , t h e ri g ht r e a d p air i s s plit at t h e p oi nt w h er e t h e i n v er si o n b e gi n s. 

T h e r e m ai ni n g s plit r e a d will c h a n g e ori e nt ati o n a n d ali g n at t h e r e v er s e e n d of t h e i n v er si o n. F or a tr a n sl o c ati o n , r e a d s s p a n ni n g t h e j oi n b et w e e n tr a n sl o c at e d r e gi o n s will b e s plit 

a n d ali g n wit h t h eir i n d e p e n d e nt c hr o m o s o m e s e. g. c hr o m o s o m e 1 ( c hr 1) a n d c hr o m o s o m e 8 ( c hr 8).   
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1. 3 .1 1   A p pl yi n g s u p p orti n g e vi d e n c e fr o m lit e r at ur e  
 
W h e n a li st of c a n di d at e s r e m ai n s f oll o wi n g v ari a nt pri oriti s ati o n, s cr u p ul o u s a s s e s s m e nt of t h e s ci e ntifi c 

lit er at ur e i s m a n d at or y t o e v al u at e bi ol o gi c al si g nifi c a n c e. T hi s i s a c hi e v e d b y r e a di n g p a p er s o n a g e n e( s) 

of  i nt er e st  a n d  a c c e s si n g  d at a b a s e s  s u c h  a s  O MI M 1 1 2  ( htt p:// o mi m. or g/),  Cli n V ar1 1 3  

( htt p s:// w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/ cli n v ar/),  a n d  DE CI P H E R 1 1 4  (htt p s:// d e ci p h er. s a n g er. a c. u k/ ),  w hi c h 

c at al o g u e g e n ot y p e/ p h e n ot y p e r el ati o n s hi p s wit h d e gr e e s of s u p p orti n g e vi d e n c e. T hi s p art of a n al y si s i s 

p er h a p s t h e m o st ti m e -c o n s u mi n g a s it i n v ol v e s e v al u ati n g c o pi o u s a m o u nt s of e vi d e n c e. Oft e n t h e o nl y 

g e n ot y p e/ p h e n ot y p e a s s o ci ati o n i s t hr o u g h a g e n o m e wi d e a s s o ci ati o n st u d y; y et r ar e p at h o g e ni c v ari a nt s 

m a y n ot pr e s e nt  t h e s a m e p h e n ot y p e. 

 

T h er e i s al s o a ri s k t h at p u bli s h e d p a p er s m a k e f al s e a s s o ci ati o n s b et w e e n a g e n e a n d di s e a s e. T hi s w a s 

a p p ar e nt i n hi st ori c al p a p er s t h at li n k e d ‘r ar e’ ( at t h e ti m e) s e gr e g ati n g v ari a nt s a s p at h o g e ni c f or a 

p arti c ul ar p h e n ot y p e b a s e d o n p u bli c d at a b a s e s p ri m aril y r e pr e s e nti n g E ur o p e a n s. S o m e r ar e v ari a nt s i n 

E ur o p e a n p o p ul ati o n s m a y b e c o m m o n i n ot h er et h ni citi e s. O nl y w h e n p u bli c r e p o sit ori e s st art e d t o i n cl u d e 

a di v er s e r a n g e of et h ni citi e s di d t h e s e ‘r ar e v ari a nt s’ pr o v e t o b e c o m m o n a n d n ot di s e a s e c a u si n g at all. 

F or e x a m pl e, t h e M Y B P C 3  ( p. G 2 7 8 E) v ari a nt w a s cl a s sifi e d a s p at h o g e ni c f or h y p ertr o p hi c c ar di o m y o p at h y 

i n Afri c a n p o p ul ati o n s. T h e v ari a nt w a s l at er r e cl a s sifi e d a s b e ni g n w h e n f o u n d t o b e c o m m o n i n t h e Afri c a n  

p o p ul ati o n .1 1 5  A d diti o n all y, a s p u bli c r e p o sit ori e s h a v e i n cr e a s e d i n si z e, m a n y pr e s u m e d di s e a s e -c a u si n g 

v ari a nt s h a v e b e e n d e e m e d ‘t o o c o m m o n’ t o b e p at h o g e ni c .1 1 6  R e m o vi n g t h e s e v ari a nt s fr o m t h e lit er at ur e 

i s i m p o s si bl e, b ut t h e d at a-s h ari n g et h o s of Cli n V ar a m eli or at e s t hi s i s s u e b y e n c o ur a gi n g e vi d e n c e -b a s e d 

s u b mi s si o n s w hi c h m a y r ef ut e pr e vi o u s cl ai m s of p at h o g e ni cit y. B y l e v er a gi n g k n o wl e d g e fr o m m ulti pl e 

s u b m i s si o n s, cli ni c al si g nifi c a n c e a n d a s s erti o n crit eri a, Cli n V ar c a n b e e x pl oit e d a s a n i m p ort a nt t o ol f or 

t h e a c c ur at e i nt er pr et ati o n of v ari a nt p at h o g e ni cit y.1 1 7  

 

1. 4  C ur r e nt di a g n o sti c a p pr o a c h e s  a n d c h all e n g e s  
 
1. 4 . 1  Virt u al g e n e p a n el s a n d cli ni c al di a g n o sti c s  

F or w ell -c h ar a ct eri s e d r ar e g e n eti c di s or d er s, a r a pi d di a g n o si s c a n b e m a d e if a p at h o g e ni c v ari a nt i s 

f o u n d i n a g e n e alr e a d y a s s o ci at e d wit h t h at di s e a s e. T hi s i s t h e pr e mi s e b e hi n d a p pl yi n g i n sili c o  ( virt u al) 

https://decipher.sanger.ac.uk/
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g e n e p a n el s t o s e q u e n ci n g t e st s s u c h a s e x o m e or g e n o m e s e q u e n ci n g. Virt u al g e n e p a n el s f o c u s a n al y si s 

t o p ut ati v e cli ni c all y r el e v a nt g e n e s t o r e d u c e t h e n u m b er of v ari a nt s r e q uiri n g a s s e s s m e nt b y cli ni c al 

l a b or at ori e s. T h e c ur ati o n of w hi c h g e n e s t o i n clu d e o n g e n e p a n el s h a s tr a diti o n all y b e e n s u bj e cti v e a n d 

v ari a bl e. T o st a n d ar di s e t hi s pr o c e s s, G e n o mi c s E n gl a n d d e v el o p e d t h e p u bli cl y a c c e s si bl e pl atf or m, 

P a n el A p p. 1 1 8  T hi s r e s o ur c e h a s a cr o w d s o ur ci n g r e vi e w t o ol t o all o w e a c h g e n e t o b e r e vi e w e d a n d 

c o m m e nt e d o n b y i nt er n ati o n al e x p ert s wit hi n t h e s ci e ntifi c c o m m u nit y. P a n el A p p n o w pr o vi d e s all t h e g e n e 

p a n el s t h at r el at e t o g e n o mi c t e st s li st e d i n t h e N H S N ati o n al G e n o mi c T e st Dir e ct or y.  

If a p ati e nt’ s p h e n ot y p e o v erl a p s wit h t h e cli ni c al f e at ur e s a s s o ci at e d wit h a c a n di d at e di s e a s e g e n e i n a n 

a p pli e d p a n el, a n d a v ari a nt i s f o u n d i n t h at g e n e, t h e n t h er e i s p ot e nti al f or di a g n o si s. H o w e v er, n ot all 

v ari a nt s f o u n d i n cli ni c all y r el e v a nt g e n e s ar e p at h o g e ni c. G e n e p a n el s r e m ai n pr o bl e m ati c a s t h e y ar e 

o ut d at e d at t h e p oi nt t h at n e w di s c o v eri e s ar e p u bli s h e d; a n d it t a k e s ti m e f or n e w g e n e s t o b e a d d e d t o 

p a n el s u p o n e x p ert c o n s e n s u s. F urt h er, s el e cti o n of w hi c h g e n e p a n el t o a p pl y t o g e n o mi c d at a i s 

s u bj e cti v e a n d littl e tr ai ni n g i s pr o vi d e d t o t h o s e or d eri n g t e st s. W h e n g e n e p a n el s ar e u p d at e d, t hi s t h e n 

n e c e s sit at e s it er ati v e r e a n al y si s of s e q u e n ci n g r e s ult s, w hi c h w hil st p ot e nti all y b o o sti n g di a g n o sti c r at e s b y 

1 0 – 1 5 % 1 1 9, 1 2 0 , i s s el d o m d o n e d u e t o c o n str ai nt s o n w or kl o a d a n d ti m e. 1 2 1  W hil st g e n e p a n el s ar e cl e arl y 

i m p ort a nt a n d r e d u c e i n ci d e nt al fi n di n g s, it still r e m ai n s t h at ~ 5 0 % of h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e ar e y et  t o b e 

di s c o v er e d .1 2 2  T h er ef or e, si n gl e u s e g e n e p a n el s ar e r ar el y s u c c e s sf ul f or t h e m aj orit y of e x o m e s a n d 

g e n o m e s a n al y s e d.  

1. 4. 2   V a ri a nt s of u n c e rt ai n si g nifi c a n c e  
 

Wit h milli o n s of e x o m e s a n d g e n o m e s b ei n g g e n er at e d w orl d wi d e, t h e a bilit y t o g e n er at e d at a f ar o ut p a c e s 

t h e a bilit y t o i nt er pr et g e n o mi c r e s ult s a n d r et ur n di a g n o s e s.1  F or v ari a nt s t o r e a c h a cli ni c al t hr e s h ol d f or 

di a g n o sti c r e p orti n g, t h e y n e e d t o b e alr e a d y e st a bli s h e d a s di s e a s e -c a u si n g, pr e di ct e d t o tr u n c at e t h e 

pr ot ei n pr o d u ct, or h a v e r o b u st e vi d e n c e fr o m e st a bli s h e d i n vi v o or  i n vitr o st u di e s. T h e A m eri c a n C oll e g e 

of G e n eti c s a n d G e n o mi c s -A s s o ci ati o n f or M ol e c ul ar P at h ol o g y ( A C M G -A M P) g ui d eli n e s h a v e s et o ut 

st a n d ar di s e d v ari a nt i nt er pr et ati o n g ui d eli n e s t h at cl a s sif y v ari a nt s a s: p at h o g e ni c, li k el y p at h o g e ni c, v ari a nt 

of u n c ert ai n si g n ifi c a n c e ( V U S), li k el y b e ni g n or b e ni g n.1 2 3  T h e s e g ui d eli n e s ar e b a s e d o n m ulti pl e li n e s of 
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e vi d e n c e, a p pli e d at diff er e nt w ei g hti n g s t h at ar e c o m bi n e d t o gi v e t h e o v er all cl a s sifi c ati o n. Y et, d e s pit e a 

dri v e t o w ar d s st a n d ar di s e d g ui d eli n e s, m a n y di a g n o sti c l a b s v ar y i n t h eir v ari a nt i nt er pr et ati o n. 1 2 4, 1 2 5  Li k el y 

p at h o g e ni c a n d p at h o g e ni c v ari a nt s ar e c o n si d er e d li k el y t o i m p a ct cli ni c al m a n a g e m e nt a n d ar e r e p ort e d. 

H o w e v er, m o st v ari a nt s i d e ntifi e d i n s e q u e n ci n g r e s ult s ar e V U S s l a c ki n g t h e f u n cti o n al e vi d e n c e t o 

d et er mi n e p at h o g e ni cit y. A s m or e p ati e nt s u n d er g o e x o m e a n d g e n o m e s e q u e n ci n g, t h e n u m b er of V U S s 

i d e ntifi e d e x p o n e nti all y gr o w s. Ulti m at el y, t h e r e q uir e m e nt f or f u n cti o n al e x p eri m e nt s r e q uir e d t o v ali d at e 

V U S s i s pr o vi n g a m aj or b ottl e n e c k a n d t h er e i s u n m et d e m a n d f or s c al a bl e, hi g h -t hr o u g h p ut f un cti o n al 

a s s a y s t o c o nfir m p at h o g e ni cit y a n d e x p e dit e t h e r et ur n of g e n eti c di a g n o s e s.  

 
1. 4 .3   T r a diti o n al f a mil y -b a s e d a p pr o a c h e s t o r a r e g e n eti c di s or d e r s  
 
At pr e s e nt, m o st e x o m e a n d g e n o m e a n al y s e s ar e c o n d u ct e d o n a ‘ p er f a mil y’ b a si s, i. e. o n  a s m all n u m b er 

of r el at e d i n di vi d u al s, m o st c o m m o nl y a tri o ( p ar e nt s a n d c hil d). A n al y s i n g n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g 

(N G S ) d at a i s l a b o u r i nt e n si v e, s o m eti m e s t a ki n g s e v er al  h o ur s t o c o m pil e a r e p ort , alt h o u g h t hi s i s v ari a bl e 

d e p e n d e nt o n l a b or at or y .1 2 6  T h e c h all e n g e of h a n dli n g v a st q u a ntiti e s of g e n o mi c d at a h a s i m pr o v e d wit h 

a d v a n ci n g m et h o d s; h o w e v er, f or e a c h e x o m e or g e n o m e s e q u e n c e d ( a n d d e p e n di n g o n w h et h er 

s e gr e g ati o n a n al y si s i s a v ail a bl e u si n g f a mil y st u di e s), t h er e ar e a n y w h er e fr o m t e n s t o t h o u s a n d s of 

pl a u si bl e c a n di d at e v ari a nt s. 9  C o m m o nl y, l ar g e n u m b er s of v ari a nt s ar e filt er e d o ut u si n g all el e fr e q u e n c y 

c ut off s, a n d if virt u al g e n e p a n el s ar e a p pli e d, t h e n t hi s c a n dr a m ati c all y r e d u c e t h e n u m b er of v ari a nt s 

a s s e s s e d. If a v ari a nt i s f o u n d i n a k n o w n di s e a s e g e n e, a r a pi d di a g n o si s c a n oft e n b e m a d e wit h ri g or o u s 

v ari a nt c ur ati o n a g ai n st l a b or at or y st a n d ar d i s e d g ui d eli n e s. 1 2 3, 1 2 5  

 

It i s w ort h r eit er ati n g t h e diff er e n c e b et w e e n cli ni c al t e sti n g a n d r e s e ar c h -l e d s e q u e n ci n g st u di e s. Cli ni c al 

t e sti n g t y pi c all y f o c u s e s o n v ari a nt s i n e st a bli s h e d or k n o w n di s e a s e g e n e s, w h er e a s r e s e ar c h st u di e s h a v e 

t h e s c o p e t o e v al u at e v ari a nt s i n g e n e s of u n k n o w n f u n cti o n or n ot c urr e ntl y li n k e d t o di s e a s e. U nl e s s 

p ati e nt s u n d er g oi n g di a g n o sti c t e sti n g ar e a d diti o n all y r e cr uit e d i nt o r e s e ar c h st u di e s, o p p ort u niti e s t o 

e v al u at e v ari a nt s i n n e w di s e a s e g e n e s ar e li mit e d.  T h at s ai d, t h er e i s i n cr e a si n g i n v ol v e m e nt of di a g n o sti c 

c e ntr e s  wit h r e s e ar c h l a b or at ori e s a n d affili at e d u ni v er siti e s; m a n y f a mili e s ar e n o w c o n c o mit a ntl y off er e d 

di a g n o sti c t e sti n g a n d r e cr uit m e nt t o f urt h er r e s e ar c h st u di e s. F or t h e G e n o m i c M e di ci n e S er vi c e i n t h e U K, 
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p ati e nt s c a n c o n s e nt t o h a v e t h eir d ei d e ntifi e d d at a d e p o sit e d i nt o a g e n o mi c s r e s e ar c h li br ar y. H o w e v er, 

f or t h e di a g n o sti c l a b s c a p a bl e of bri d gi n g t h e g a p b et w e e n cli ni c al t e sti n g a n d r e s e ar c h, m a n y ar e ill -

e q ui p p e d t o i n v e sti g at e t h e pl et h or a of pl a u si bl e di s e a s e c a n di d at e s r e m ai ni n g aft er v ari a nt filtr ati o n a n d 

pri oriti s ati o n. T h e or eti c all y, t h e o nl y w a y t o e st a bli s h n e w di a g n o s e s w h e n n o v el g e n e s ar e i d e ntifi e d i n a 

r e s e ar c h s etti n g i s t o c o n d u ct f u n cti o n al e x p eri m e nt s o n p ot e nti al c a n di d at e s. H o w e v er , a s m o st r e s e ar c h 

l a b or at ori e s d o n ot h a v e t h e fi n a n c e s, n or ti m e or r e s o ur c e s t o s u p p ort f u n cti o n all y v ali d ati n g m a n y 

c a n di d at e v ari a nt s wit h o ut a n y g u ar a nt e e t h at t h e s el e ct e d v ari a nt s ar e p at h o g e ni c . F e w l a b or at ori e s will 

i n v e st r e s o ur c e s i nt o a p arti c ul ar v ari a nt f or o n e p ati e nt wit h o ut a d diti o n al ki n dr e d s wit h o v erl a p pi n g 

p h e n ot y p e s or pri or p u bli s h e d st u di e s o n t h e g e n e’ s f u n cti o n . 

 
1. 5  Utili s ati o n of l ar g e c o h ort s  
 

1. 5 . 1  L a r g e -s c al e pr o gr a m m e s f or n o v el g e n e di s c o v e r y a n d di a g n o sti c s  
 
G e n o mi c s e q u e n ci n g h a s b e c o m e i n cr e a si n gl y aff or d a bl e a n d p o s si bl e. H o w e v er, e x o m e a n d g e n o m e 

s e q u e n ci n g ar e s el d o m fir st li n e i n v e sti g ati o n s  gl o b all y , wit h m a n y h e alt h c ar e s y st e m s a n d h e alt h i n s ur a n c e 

p oli ci e s n ot c o v eri n g t h e c o st. T hi s h a s p er h a p s i n s pir e d t h e cr e ati o n of l ar g e -s c al e i nt er n ati o n al s e q u e n ci n g 

pr o gr a m s, oft e n wit h g o v er n m e nt f u n di n g, off eri n g e x o m e a n d/ or g e n o m e s e q u e n ci n g t o t h o u s a n d s  of r ar e 

di s e a s e p ati e nt s a n d t h eir f a mili e s  wit h a n ai m t o a s s e s s t h e l o n g -t er m f e a si bilit y of s u c h t e c h nol o gi e s i n 

r o uti n e h e alt h c ar e. T h e s e pr oj e ct s b e n efit fr o m p o ol e d r e s o ur c e s a n d f o c u s o n di a g n o si n g p ati e nt s t h at 

w er e u n di a g n o s e d f oll o wi n g c o n v e nti o n al cli ni c al t e sti n g, i n a d diti o n t o b ett er el u ci d ati n g t h e u n d erl yi n g 

m e c h a ni s m s of M e n d eli a n di s e a s e s. S u c h e x a m pl e s i n cl u d e t h e U K’ s  1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct 3  a n d 

D e ci p h eri n g D e v el o p m e nt al Di s or d er s st u d y 1 2 7  a s w ell a s t h e U S A’ s C e ntr e s  f or M e n d eli a n G e n o mi c s, n o w 

d eli v er e d t hr o u g h t h e G e n o mi c s R e s e ar c h t o El u ci d at e t h e G e n eti c s of R ar e Di s e a s e s ( G R E G o R ) 

c o n s orti u m .1 2 8  T h e s e pr o gr a m s b e n efit fr o m s e q u e n ci n g l ar g e n u m b er s of p ati e nt s wit h i m pr o v e d p o w er t o 

m at c h p ati e nt s wit h si mil ar g e n ot y p e s a n d p h e n ot y p e s, b ot h i nt er n all y a n d e xt er n all y t hr o u g h t h e 

M at c h m a k er E x c h a n g e. 1 2 9  F urt h er m or e, m o st of t h e s e pr o gr a m s r e cr uit p ati e nt s f or b ot h cli ni c al di a g n o sti c s 

a n d f oll o w -o n r e s e ar c h, m e a ni n g t h at w h er e p o s si bl e, n o v el di s c o v eri e s a n d v ari a nt s of u n c ert ai n 

si g nifi c a n c e c a n b e i n v e sti g at e d f urt h er  w h e n a cli ni c al di a g n o si s h a s n ot b e e n m a d e  w hi c h  h a s pr e vi o u sl y 

b e e n a li mit ati o n of cli ni c al di a g n o sti c st u di e s. 1  
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1. 5 . 2  T h e G e n o m i c M e di ci n e S e r vi c e  
 

Wit h t h e c o st of g e n o m e s e q u e n ci n g b e c o mi n g e v er c o m p etiti v e, g e n o m e s e q u e n ci n g i s b e gi n ni n g t o 

s u p er s e d e e x o m e s e q u e n ci n g i n s o m e i n stit ut e s, i n cl u di n g i n t h e N H S. T h e U K g o v er n m e nt h a s pl e d g e d 

t o cr e at e t h e m o st a d v a n c e d g e n o mi c h e alt h c ar e s y st e m gl o b all y t o b ol st er t h e U K’ s p o siti o n a s a lif e 

s ci e n c e s s u p er p o w er. T h e U K’ s G e n o m i c M e di ci n e S er vi c e ( G M S), w hi c h f oll o w s t h e n o w c o m pl et e d 

1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct, off er s pi o n e eri n g g e n o m e s e q u e n ci n g a s a r o uti n e di a g n o sti c t e st t o N H S 

p ati e nt s. 1 3 0  T h e G M S pl a n s t o s e q u e n ci n g h alf a milli o n g e n o m e s b y 2 0 2 3/ 2 4 a n d h el p tr a n sf or m h e alt h c ar e 

f or m a xi m u m p ati e nt b e n efit.1 3 1  H o w e v er, o n e of t h e c h all e n g e s i n di a g n o si n g p ati e nt s wit h r ar e di s e a s e i s 

t h e e x p a n d e d s c o p e of a n al y si s a n d n e e d t o c orr el at e r e s ult s wit h p ati e nt p h e n ot y p e s. Wit h 3-4 milli o n 

v ari a nt s f o u n d i n a g e n o m e; t h e G M S h a s a d o pt e d t h e u s e of virt u al ( P a n el A p p) 1 1 8  g e n e p a n el s m a d e 

a v ail a bl e t hr o u g h t h e N ati o n al G e n o mi c T e st Dir e ct or y, t o r e d u c e n oi s e a n d f o c u s o n t h e m o st s ali e nt 

r e gi o n s of D N A. F urt h er ti m e a n d r e s e ar c h ar e  n e e d e d t o f ull y r e ali s e t h e s u c c e s s of t hi s a p pr o a c h  l o n gt er m. 

 

1. 6  N o v el g e n e di s c o v er y  
 
F or ~ 6 0 % of r ar e di s e a s e p ati e nt s w h o u n d er g o cli ni c al e x o m e or g e n o m e s e q u e n ci n g, t h eir s e q u e n ci n g 

r e p ort i s n o n-di a g n o sti c, e v e n t h o u g h f or m a n y, t h e c a u s al v ari a nt i s pr e s e nt b ut u nr e c o g ni s e d i n t h eir 

s e q u e n ci n g r e s ult s. 1, 2, 1 3 2  O n e of t h e bi g g e st c h all e n g e s i n r e a c hi n g a m ol e c ul ar di a g n o si s i s t h e p a u cit y of 

s ci e ntifi c k n o wl e d g e i nt o t h e bi ol o gi c al f u n cti o n of all ~ 2 0, 0 0 0 h u m a n g e n e s. T h er ef or e, di a g n o si n g r ar e 

di s e a s e s i s e xtr e m el y c h all e n gi n g wit h o ut a pri or c orr el ati o n b et w e e n a cli ni c al p h e n ot y p e a n d c a u s ati v e 

g e n e. N e w g e n e di s or d er s pr e cl u d e d et e cti o n w h e n f or e v er y g e n o m e s e q u e n c e d, milli o n s of v ari a nt s of 

u n c ert ai n si g nifi c a n c e r e si d e i n g e n e s of u n k n o w n f u n cti o n. 1 3 3, 1 3 4  E v e n t h e b e st c o m p ut ati o n al m et h o d s 

a v ail a bl e at pr e s e nt will t y pi c all y o v erl o o k a g e n e of u n d et er mi n e d bi ol o gi c al si g nifi c a n c e w h e n a n al y si n g a 

p ati e nt’ s e x o m e or g e n o m e. T h er ef or e, n e w r ar e g e n eti c di s e a s e s will b e o v erl o o k e d u ntil f urt h er st u di e s 

ar e u n d ert a k e n,  or n e w m et h o d s ar e d e v el o p e d t o u plift n o v el g e n e di s c o v er y.   
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1. 6. 1   W h y i s n o v el M e n d eli a n g e n e di s c o v e r y i m p ort a nt ?  

 
T h e si g nifi c a n c e of u plifti n g n o v el M e n d eli a n g e n e di s c o v er y i s n ot t o b e u n d er e sti m at e d. E v er y n e w 

di s e a s e g e n e di s c o v er e d g o e s t o w ar d s e n di n g t h e n ot ori o u s ‘ di a g n o sti c o d y s s e y’ of r ar e di s e a s e. T hi s 

p ert ai n s t o r ar e di s e a s e p ati e nt s w h o m o v e b et w e e n s p e ci alti e s a n d u n d er g o m yri a d di a g n o sti c t e st s i n 

s e ar c h f or a u nif yi n g g e n eti c e x pl a n ati o n. 1 3 5  F or m o st, t h e s e oft e n e x p e n si v e e v al u ati o n s o nl y el u ci d at e t h e 

cli ni c al p h e n ot y p e a n d s el d o m ai d i n di a g n o si s. I n t h e U K, o v er a t e n -y e ar p eri o d, u n di a g n o s e d r ar e 

di s e a s e s h a v e c o st t h e N ati o n al H e alt h S er vi c e (N H S ) i n E n gl a n d a n a v er a g e of £ 1 3, 0 6 4 ( $ 1 8, 2 7 9 U S D) 

p er p ati e nt, a n d i n e x c e s s of £ 3. 4 billi o n ( $ 4. 8 billi o n U S D) i n t ot al. 1 3 6  I n A u str ali a, t h e c o st p er di a g n o si s 

u si n g st a n d ar d c ar e i s A U $ 2 7, 0 5 0 ( $ 2 1, 2 4 1 U S D) a n d i n t h e U S A t h e s a m e c o st b a si s w a s c al c ul at e d at 

U S $ 1 9, 1 0 0. 1 3 7, 1 3 8  W hil st t h e s e fi g ur e s all s h o w c a s e t h e c o st b ur d e n of r ar e di s e a s e, it i s ill a d vi s e d t o 

c o m p ar e c o st e v al u ati o n s b et w e e n c o u ntri e s d u e t o diff eri n g h e alt h c ar e s y st e m s.  

 

N o v el di s c o v eri e s dir e ctl y i m p a ct di a g n o sti c p ot e nti al. Di a g n o s e s n ot o nl y pr o vi d e a n s w er s f or p ati e nt s a n d 

f a mili e s b ut h a v e f ar r e a c hi n g cli ni c al i m p a ct, i n cl u di n g b ut n ot li mit e d t o g ui di n g p er s o n ali s e d tr e at m e nt s; 

off eri n g p ati e nt s u p p ort n et w or k s; c ol l e cti n g a n d g ai ni n g k n o wl e d g e o n di s e a s e tr aj e ct or y a n d pr o g n o si s; 

e n a bli n g p arti ci p ati o n i n r e s e ar c h st u di e s; i nf or mi n g r e pr o d u cti v e c h oi c e s; a n d i m p a cti n g t h e h e alt h of 

r el ati v e s. E v e n w h e n littl e c a n b e d o n e t h er a p e uti c all y f oll o wi n g di a g n o si s, t h e i m p o rt a n c e of t h at di a g n o si s 

t o p ati e nt s a n d f a mili e s s h o ul d n ot b e o v erl o o k e d; w h e n a c a u s e i s i d e ntifi e d, t hi s oft e n all e vi at e s g uilt a n d 

bl a m e f elt b y p ati e nt s a n d f a mili e s w h o b eli e v e a gi v e n r ar e di s e a s e i s t h eir f a ult. 1 3 9   

 

N o v el g e n e di s c o v er y i s criti c al i n t h e r e s e ar c h s p a c e t o e x p a n d bi ol o gi c al u n d er st a n di n g of h u m a n g e n e s 

a n d v ari ati o n, a n d t o i d e ntif y t h er a p e uti c dr u g t ar g et s t h at m a y l e a d t o s u c c e s sf ul a n d lif e -alt eri n g 

t h er a pi e s.1 4 0 -1 4 2  G e n e a u g m e nt ati o n t h er a pi e s h a v e b e e n d e v el o p e d f or a n u m b er of c o n diti o n s, f or 

e x a m pl e: s u br eti n al i nj e cti o n of a d e n o -a s s o ci at e d vir u s v e ct or s t o d eli v er R P E 6 5  c D N A t o tr e at L e b er 

c o n g e nit al a m a ur o si s ( M e n d eli a n I n h erit a n c e i n M a n i d e ntifi er ( MI M ): 2 0 4 1 0 0);1 4 3, 1 4 4  a n d t h e F o o d a n d Dr u g 

A d mi ni str ati o n a p pr o v e d o n e -ti m e i ntr a v e n o u s a d mi ni str ati o n of S M N  c D N A t o tr e at s pi n al m u s c ul ar atr o p h y 

t y p e 1 ( MI M: 2 5 3 3 0 0).1 4 5, 1 4 6  S m all m ol e c ul ar t h er a pi e s f or c y sti c fi br o si s ( MI M:  6 0 2 4 2 1 ) ar e w ell st u di e d, 

a n d i n cl u d e I v a c aft or, w hi c h i n cr e a s e s t h e ti m e fr a cti o n t h at t h e C F T R c h a n n el r e m ai n s o p e n, a n d 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/602421
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L u m a c aft or w hi c h i n cr e a s e s t h e a m o u nt of C F T R t h at r e a c h e s t h e c ell s urf a c e. 1 4 7, 1 4 8  D e v el o p m e nt of 

a nti s e n s e oli g o n u cl e oti d e s ar e pr o vi n g eff e cti v e i n pr e -cli ni c al a n d cli ni c al st u di e s t o tr e at 

n e ur o d e g e n er ati v e di s e a s e s 1 4 9, 1 5 0 ; a n d it i s h o p e d t h at i d e ntifi c ati o n of n o v el di s e a s e g e n e s m a y g ui d e 

f urt h er pr ot ei n t ar g et s. I n c o ntr a st t o t h e d e v el o p m e nt of n e w g e n e t h er a pi e s, it i s n ot u n c o m m o n f or e xi sti n g 

t h er a pi e s t o b e r e p ur p o s e d w h e n k n o wl e d g e of a gi v e n g e n e a n d bi ol o gi c al pat h w a y i s i m pli c at e d i n 

di s e a s e. F or e x a m pl e, i n 2 0 1 1, a ut o s o m al r e c e s si v e v ari a nt s i n M T H F D 1 ( a g e n e i n v ol v e d i n f ol at e 

m et a b oli s m) w er e f o u n d t o c a u s e c o m bi n e d i m m u n o d efi ci e n c y a n d m e g al o bl a sti c a n a e mi a wit h or wit h o ut 

h y p er h o m o c y st ei n a e mi a ( MI M: 6 1 7 7 8 0). 1 5 1  Si m pl e f oli c a ci d h a s pr o v e n lif e -c h a n gi n g f or p ati e nt s wit h 

r e c e s si v e m ut ati o n s i n M T H F D 1 .1 5 2, 1 5 3  

 

1. 6. 2   T h e pri or d e c a d e of n o v el g e n e di s c o v e r y  
 

Si n c e t h e a d v e nt of n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s, t h er e h a s b e e n a st e p wi s e  a c c el er ati o n i n 

n o v el g e n e di s c o v er y l e a di n g t o u plift e d di a g n o sti c r at e s f or r ar e di s e a s e p ati e nt s. 1 6, 1 5 4  B et w e e n 2 0 0 5 a n d 

2 0 0 9 t h er e w er e ~ 1 7 0 n o v el di s c o v eri e s p er y e ar. T hi s i s c o m p ar e d t o ~ 2 4 0 p er y e ar b et w e e n 2 0 1 0 a n d 

2 0 1 4 w h e n N G S b e c a m e wi d el y a d o pt e d. 1 5 4  I n t h e hi st or y of di s e a s e-g e n e r el ati o n s hi p di s c o v er y, N G S 

a p pr o a c h e s ar e r e s p o n si bl e f or ~ 3 6 % of all r e p ort e d M e n d eli a n di s e a s e g e n e s. T h eir c o ntri b uti o n t o n o v el 

g e n e di s c o v eri e s i s a c c el er ati n g, wit h 8 7 % of n e w g e n e di s or d er s n o w di s c o v er e d u si n g N G S 

a p pr o a c h e s. 1 5 5  N o v el di s c o v eri e s ar e still pr o gr e s si n g, alt h o u g h t h e p a c e of di s c o v er y a p p e ar s t o h a v e 

r e a c h e d a st e a d y st at e t h at b al a n c e s t h e ti m e r e q uir e d t o b uil d i nt er n ati o n al c o h ort s, u n d ert a k e f u n cti o n al 

e x p eri m e nt s, a n d p u bli s h fi n di n g s. 1 6  D e s pit e t hi s, a p pr o xi m at el y 2 5 0 n e w g e n e s ar e a d d e d t o t h e lit er at ur e 

a n n u all y a n d a r e c e nt r e vi e w pr e di ct e d t h at m or e t h a n 6, 0 0 0 M e n d eli a n c o n diti o n s r e m ai n t o b e 

di s c o v er e d. 1 5 5  T h er ef or e, wit h t h o u s a n d s of m o n o g e ni c di s e a s e -g e n e r el ati o n s hi p s y et t o b e el u ci d at e d, 

t h er e i s cl e ar e vi d e n c e t h at t h e r e c o g niti o n of di s e a s e-c a u si n g v ari ati o n i n t h e e x o m e i s f ar fr o m s at ur at e d. 1 6  
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1. 7  St r at e gi e s t o u plift n o v el g e n e di s c o v er y  
 
1. 7 . 1  C oll a b or ati v e, d at a -s h a ri n g a p pr o a c h e s  
 
C oll a b or ati v e pr oj e ct s, d at a s h ari n g, a n d b uil di n g di s e a s e c o h ort s h a v e pr o v e d i n v al u a bl e i n g e n o mi c s. I n 

2 0 1 0, M L L 2  (K M T 2 D ) w a s di s c o v er e d a s t h e c a u s e of K a b u ki s y n dr o m e ( MI M: 1 4 7 9 2 0). T e n u nr el at e d 

p ati e nt s wit h t h e s a m e c h ar a ct eri sti c cli ni c al p h e n ot y p e u n d er w e nt e x o m e s e q u e n ci n g. S e v e n of t h e t e n 

i n di vi d u al s w er e f o u n d t o h a v e l o s s-of -f u n cti o n v ari a nt s i n M L L 2 , w hi c h l e d t o it s di s e a s e a s s o ci ati o n.1 5 6  

Hi st ori c all y t h e a p pr o a c h of b uil di n g a c a s e -s eri e s of aff e ct e d i n di vi d u al s h a s b e e n a r at e -li miti n g st e p, 

r el yi n g o n l o c al c o n n e cti o n s or c oll a b or ati o n s b uilt t hr o u g h c o nf er e n c e s or p u bli c ati o n s. Gi v e n t h e r arit y of 

m o n o g e ni c di s or d er s, it c a n t a k e m a n y y e ar s t o a c cr u e s uffi ci e ntl y si z e d c o h ort s wit h si mil ar cli ni c al f e at ur e s 

a n d g e n ot y p e s. T hi s m et h o d i s t h er ef or e i n effi ci e nt a n d i n a d e q u at e t o r a pi dl y s u p p ort n o v el g e n e 

di s c o v er y. 1 5 7   

 

I n 2 0 1 7, t h e dir e ct or s’ b o ar d of t h e A m eri c a n C oll e g e of M e di c al G e n eti c s a n d G e n o mi c s r el e a s e d a p o siti o n 

st at e m e nt o n h o w g e n o mi c d at a s h ari n g i s criti c al t o i m pr o v e g e n eti c h e alt h c ar e. 1 5 8  Wit h a n e v er m or e 

c o n n e ct e d w orl d, gl o b al eff ort s t o s h ar e g e n ot y p e a n d p h e n ot y p e d at a h a v e pr o v e d e s s e nti al i n t h e 

e n d e a v o ur  of n o v el g e n e di s c o v er y. I m pr o v e d d at a g o v er n a n c e, dri v e s f or o p e n d at a -s ci e n c e, a n d 

a d v a n ci n g i nf or m ati c s m et h o d s h a v e si n c e l e d t o t h e pr a cti c e of g e n o mi c m at c h m a ki n g, f a cilit ati n g 

r e s e ar c h er s a n d cli ni ci a n s fr o m a cr o s s t h e gl o b e t o s h ar e p h e n ot y p e/ g e n o t y p e d at a f or a c c el er at e d 

di s c o v eri e s. 1 5 7   

 

1. 7 . 2  R ol e of d at a -s h a ri n g  
 
It i s u n q u e sti o n a bl e t h at o p e n s ci e n c e a n d d at a-s h ari n g h a v e b e e n pi v ot al i n u plifti n g di a g n o s e s a n d 

a d v a n ci n g t h e fi el d of g e n o mi c m e di ci n e. I nt er n ati o n al c oll a b or ati o n s ar e n o w c o m m o n pl a c e i n m at c hi n g 

p ati e nt s a cr o s s t h e gl o b e wit h s p e cifi c g e n ot y p e s, l e a di n g t o hi g h i m p a ct p u bli c ati o n s o n n o v el g e n e 

di s c o v eri e s. 1 2 9, 1 5 7  F urt h er m or e,  t h e  u s e  of  v ari a nt  d at a b a s e s  s u c h  a s  Cli n V ar 

(htt p s:// w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/ cli n v ar/ ) h a v e pr o v e n i n v al u a bl e i n pr o vi di n g t h e s ci e ntifi c c o m m u nit y wit h a 

r e p o sit or y of v ari a nt s, cl a s sifi e d b y p at h o g e ni cit y, t h at c a n b e a p pli e d t o v ari a nt a n al y si s f or di a g n o sti c 

i nt er pr et ati o n.1 1 3  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
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T h e s u c c e s s of o p e n d at a s ci e n c e h a s b e e n f urt h er dri v e n b y cl o u d c o m p uti n g. T h e pr e s e n c e of l ar g e 

d at a s et s o n cl o u d pl atf or m s c a n f a cilit at e t h e a c c e s s of d e sir e d d at a wit hi n a s e c ur e d at a -s h ari n g pl atf or m. 

E x a m pl e s i n cl u d e N H G RI' s G e n o mi c D at a S ci e n c e A n al y si s, Vi s u ali s ati o n, a n d I nf or m ati c s L a b ( A n VI L) 

S p a c e ( htt p s:// a n vil pr oj e ct. or g/ d at a/ ) w h er e r ar e di s e a s e d at a fr o m t h e C e ntr e s  f or M e n d eli a n G e n o mi c s 

al o n g wit h d at a fr o m a d diti o n al pr oj e ct s s u c h a s 1 0 0 0 G e n o m e s, C e ntr e s  f or C o m m o n Di s e a s e G e n o mi c s, 

a n d G e n ot y p e Ti s s u e E x pr e s si o n ( G T E x ) c a n b e a c c e s s e d aft er a p pli c ati o n i n t h e d at a b a s e of g e n ot y p e s 

a n d p h e n ot y p e s ( d b G a P ). Ot h er tr u st e d r e s e ar c h e n vir o n m e nt s i n cl u d e N H L BI’ s Bi o D at a C at al y st cl o u d 

pl atf or m wit h T O P M e d d at a; G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h e n vir o n m e nt w h er e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct 

d at a ar e st or e d a n d a c c e s s e d; a n d R D -C o n n e ct wit h r ar e di s e a s e g e n o mi c d at a fr o m v ar i o u s E ur o p e a n 

s o ur c e s. I n t h e s e tr u st e d r e s e ar c h e n vir o n m e nt s, i n cr e a si n gl y l ar g e a m o u nt s of d at a c a n b e a g gr e g at e d; 

r e s e ar c h er s c a n bri n g t o ol s dir e ctl y t o t h e d at a, s h ar e t h e s e a n al y si s w or kfl o w s, s a vi n g ti m e, e x p e n s e, a n d 

s e c urit y ri s k s of m o vi n g a n d m ai nt ai ni n g l o c al c o pi e s of l ar g e g e n o mi c d at a s et s. H o w e v er, d at a -s h ari n g 

pr e s e nt s it s c h all e n g e s.  T h er e i s still ur g e nt n e e d f or a n i nt er n ati o n al c o d e of c o n d u ct t h at pr o vi d e s cl e ar, 

u nifi e d d at a -s h ari n g r ul e s a cr o s s j uri s di cti o n s t h at c o m pl y wit h r e gi o n al l a w s s u c h a s t h e E ur o p e a n G e n er al 

D at a Pr ot e cti o n R e g ul ati o n ( G D P R) a n d t h e U S A’ s H e alt h i n s ur a n c e P ort a bilit y a n d A c c o u nt a bilit y A ct. 1 5 9  

 

1. 7 . 3  M at c h m a k e r E x c h a n g e  
 
I n 2 0 1 5, t h e M at c h m a k er E x c h a n g e ( M M E) w a s l a u n c h e d, pr o vi di n g a s y st e m ati c a n d r o b u st a p pr o a c h t o 

n o v el M e n d eli a n g e n e di s c o v er y b y f a cilit ati n g a m e c h a ni s m f or m at c hi n g p ati e nt s a cr o s s g e n o mi c c e ntr e s , 

r e s e ar c h l a b or at ori e s, di a g n o sti c l a b or at ori e s, a n d p h y si ci a n s t hr o u g h a f e d er at e d n et w or k ( Fi g ur e 1 .3 ).1 2 9

https://anvilproject.org/data/
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F I G U R E 1 .3  | T H E M A T C H M A K E R E X C H A N G E A P P LI C A TI O N P R O G R A M M E I N T E R F A C E A N D I T S C O N N E C T E D 

N O D E S  

 

 
 
M M E u s e s a f e d er at e d n et w or k of ni n e c o n n e ct e d n o d e s. I m a g e t a k e n  wit h p er mi s si o n  fr o m 

htt p s:// w w w. m at c h m a k er e x c h a n g e. or g/. 
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M M E b uil d s o n t h e s u c c e s s of e arli er g e n o mi c m at c h m a ki n g pl atf or m s b y c o n n e cti n g d at a s et s t hr o u g h a n 

a p pli c ati o n pr o gr a m mi n g i nt erf a c e ( A PI) e n a bli n g s e ar c h e s of m ulti pl e d at a b a s e s wit h a si n gl e q u er y. T h e 

a d v a nt a g e of u si n g a f e d er at e d n et w or k e n a bl e s i n d i vi d u al s u b mitt er s t o m ai nt ai n c o ntr ol a n d a ut o n o m y 

o v er t h eir d at a a n d k e e p t h e c o nt e nt u p -t o-d at e, w hil st e n s uri n g c o m pli a n c e wit h t h eir l o c al a n d n ati o n al 

d at a -s h ari n g p oli ci e s. 1 5 7  B y i d e ntif yi n g a d diti o n al aff e ct e d ki n dr e d s wit h o v erl a p pi n g p h e n ot y p e s, t h e b e st 

c a n di d at e v ari a nt s a n d g e n e s c a n b e t ar g et e d f or f u n cti o n al v ali d ati o n. T h e M M E A PI h a s b e e n wi d el y 

a d o pt e d b y s ci e nti st s a n d cli ni ci a n s gl o b all y a n d h a s l e d t o n u m er o u s i nt er n ati o n al c oll a b or ati o n s a n d 

p u bli c ati o n s. O n e s u c h e x a m pl e i s t h e di s c o v er y of a K M T 2 E -r el at e d n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er, 

O’ D o n n ell -L uri a -R o d a n s y n dr o m e ( MI M: 6 1 8 5 1 2), f oll o wi n g i d e ntifi c ati o n of 3 8 i n di vi d u al s fr o m 3 6 f a mili e s, 

of w hi c h 2 8 w er e a s c ert ai n e d u si n g M M E. T hi s di s c o v er y g o e s b e y o n d el u ci d ati n g di s e a s e -g e n e a eti ol o g y  

a n d h a s i d e ntifi e d a p ot e nti al t h er a p y alr e a d y wi d el y u s e d i n h e alt h c ar e t h at c o ul d b e e v al u at e d f or t hi s 

s y n dr o m e. 1 6 0   

 
 

1. 7 . 4  P ati e nt -l e d a p pr o a c h e s 
 
It c o ul d b e ar g u e d t h at n o o n e i s m or e i n v e st e d i n e n di n g t h e di a g n o sti c o d y s s e y of r ar e di s e a s e t h a n 

aff e ct e d i n di vi d u al s a n d t h eir f a mili e s. I n a n er a w h e n p ati e nt s ar e a cti v el y i n v ol v e d i n r e s e ar c h st u di e s a s 

p arti ci p a nt s 1 6 1 , it i s u n s ur pri si n g t h at p ati e nt s a n d c ar e gi v er s ar e al s o i n v e st e d i n g e n o mi c m at c h m a ki n g 

eff ort s. 1 6 2  P ati e nt s a n d f a mili e s ar e b e gi n ni n g t o t a k e c o ntr ol of t h eir o w n d at a a n d utili s e o p e n d at a -s h ari n g 

a n d s o ci al m e di a i n a n eff ort t o di s c o v er n e w g e n eti c di s or d er s. E m b e d d e d wit hi n t h e M M E A PI i s a f a mil y 

f a ci n g pl atf or m c all e d M y G e n e 2 w hi c h gi v e s p ati e nt s a n d c ar e gi v er s a ut o n o m y o v er t h eir d at a, f a cilit ati n g 

dir e ct d at a -s h ari n g w h e n d e sir e d, w hil e still e n a bli n g s ci e nti st s a n d cli ni ci a n s t o a c c e s s t h e s e s h ar e d 

a n o n y mi s e d d at a. 1 5 7  

 

S o ci al n et w or ki n g sit e s s u c h a s F a c e b o o k, T witt er, a n d I n st a gr a m ar e al s o pr o vi n g p o p ul ar wit h 

p ati e nt s/ c ar e gi v er s a s a m at c h m a ki n g r e s o ur c e. 1 6 3  I n 2 0 1 4, M att h e w a n d Cri sti n a Mi g ht h ar n e s s e d t h e 

p o w er of s o ci al m e di a t o i d e ntif y a d diti o n al c a s e s of N G L Y 1 d efi ci e n c y, l e a di n g t o i d e ntifi c ati o n of a n e w 

g e n e di s or d er. 1 6 4, 1 6 5  F oll o wi n g t h eir s o n’ s di a g n o si s, t h e Mi g ht f a mil y e x pl or e d o pti o n s f or c o n c ei vi n g a c hil d 

u n aff e ct e d b y t h e s a m e c o n diti o n. T h eir s o n’ s di a g n o si s f a cilit at e d n ot o nl y c o n c e pti o n of a h e alt h y si bli n g 
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b ut a p at h w a y f or ot h er aff e ct e d f a mili e s t o c o n c ei v e h e alt h y c hil dr e n u si n g pr ei m pl a nt ati o n g e n eti c t e sti n g 

or n o n -i n v a si v e pr e n at al di a g n o sti c t e sti n g.1 6 4  T h e Mi g ht  f a mil y cr e at e d a l e g a c y f or ot h er s t o f oll o w, h a vi n g 

b uilt a gl o b al c o m m u nit y of f a mili e s pr o vi di n g m ut u al s u p p ort, i n a d diti o n t o f a cilit ati n g r e s e ar c h a n d 

i nt er n ati o n al N G L Y 1  m e eti n g s. 1 6 5  

 

I n s pir e d b y t h e s u c c e s s of t h e Mi g ht f a mil y, f a mili e s a cr o s s t h e gl o b e h a v e h ar n e s s e d t h e n et w or ki n g 

p ot e nti al of s o ci al m e di a t o m at c h wit h ot h er aff e ct e d ki n dr e d s wit h si mil ar p h e n ot y p e s a n d g e n ot y p e s. 

I n d e e d, s o ci al m e di a a d diti o n all y f a cilit at e d t h e i de ntifi c ati o n of t hr e e c hil dr e n wit h v ari a nt s of u n c ert ai n 

si g nifi c a n c e i n K D M 1 A , l e a di n g t o di s c o v er y of a n ot h er n o v el g e n e di s or d er ( MI M: 6 1 6 7 2 8).1 6 6  T h e s u c c e s s 

of s u c h e n d e a v o ur s  h a s n o w i n s pir e d t h e U n di a g n o s e d Di s e a s e s N et w or k ( U D N), st art e d at t h e N ati o n al 

I n stit ut e f or H e alt h i n 2 0 0 8, wit h 1 1 a d diti o n al cli ni c al sit e s a cr o s s t h e U S, t o u s e s o ci al m e di a i n a si mil ar 

w a y. Wit h a p pr o pri at e c o n s e nt, w e b p a g e s ar e cr e at e d f or i n di vi d u al p arti ci p a nt s, s h o w c a si n g t h e cli ni c al 

p h e n ot y p e, si g nifi c a nt v ari a nt s, a n d c a n di d at e g e n e s. T hi s a p pr o a c h h a s pr o v e n s u c c e s sf ul i n i d e ntif yi n g 

a d diti o n al aff e ct e d p ati e nt s wit h v ari a nt s i n N A C C 1 l e a di n g t o t h e di s c o v er y of it s a s s o ci at e d p h e n ot y p e.1 6 3  

 

1. 7 . 5  P h e n ot y p e -dri v e n a p pr o a c h e s  
 
I n r e c e nt y e ar s, n o v el g e n e di s c o v er y h a s s hift e d fr o m p h e n ot y p e -dri v e n m et h o d s t o g e n ot y p e -dri v e n 

a p pr o a c h e s, i. e. t a ki n g g e n ot y p e d at a a n d m at c hi n g p h e n ot y p e s t o t h at g e n ot y p e t hr o u g h m at c h m a ki n g 

eff ort s, t h o u g h b ot h r e m ai n i m p ort a nt. 1 5 5  Eff ort s t o st a n d ar di s e p h e n ot y p e t er m s t hr o u g h t h e H u m a n 

P h e n ot y p e O nt ol o g y ( H P O) d at a b a s e h a s ai d e d c o m p ar ati v e st ati sti c s u si n g a u ni v er s al li br ar y of a gr e e d 

cli ni c al t er m s i n v ol v e d i n di s e a s e. 1 6 7  T hi s h a s p a v e d t h e w a y f or c o m p ut ati o n al p h e n ot y p e a n al y s e s t h at 

c a n a s s e s s a c a n di d at e g e n e’ s r el e v a n c e t o p h e n ot y p e d at a o b s er v e d i n p ati e nt( s). S e v er al t o ol s ( T a bl e 

1 .7 ) h a v e b e e n d e v el o p e d t h at e sti m at e t h e si mil arit y b et w e e n H P O t er m s i n a n i n di vi d u al a n d t h o s e 

r e pr e s e nti n g di s e a s e i n a d at a b a s e. B y i n c or p or ati n g p h e n ot y p e o nt ol o g y d at a a cr o s s s p e ci e s, t h e s e t o ol s 

ar e c a p a bl e of pri oriti s i n g c a n di d at e g e n e s wit h o ut k n o w n di s e a s e a s s o ci ati o n.1 6 8 -1 7 0  Si mil ar a p pr o a c h e s 

h a v e b e e n c o m m er ci ali s e d, t a ki n g a d v a nt a g e of a d v a n c e d artifi ci al i nt elli g e n c e t o i d e ntif y a n d r a n k p ot e nti al 

di s e a s e -c a u si n g v ari a nt s f oll o wi n g a m ulti -di m e n si o n al a n al y si s; e x a m pl e s i n cl u d e F a bri c G e n o mi c s 
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(htt p s://f a bri c g e n o mi c s. c o m/ ) a n d E M e d G e n e (htt p s:// w w w. e m e d g e n e. c o m/ ). M or e e x p eri e n c e a n d d at a 

ar e n e e d e d t o u n d er st a n d t h e str e n gt h s a n d li mit ati o n s of t h e s e t o ol s .

https://fabricgenomics.com/
https://www.emedgene.com/
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T A B L E 1 .7  | F O U R P H E N O T Y P E -D RI V E N T O O L S F O R P RI O RI TI S A TI O N O F K N O W N A N D N O V E L DI S E A S E G E N E S  

T o ol  Pri n ci pl e  A p pli c ati o n  A c c e s s  

E x o mi s er 1 3 4   U s e s r a n d o m -w al k a n al y si s of pr ot ei n -

pr ot ei n i nt er a cti o n n et w or k s, cr o s s -

s p e ci e s p h e n ot y p e c o m p ari s o n s a n d a 

wi d e r a n g e of a d diti o n al filt er s t h at 

c o n si d er pr e di cti o n m o d el s, di s e a s e 

s e gr e g ati o n a n d all el e fr e q u e n c y.  

F o c u s e d o n 

i d e ntif yi n g n o v el 

a n d k n o w n di s e a s e 

g e n e s  

htt p:// w w w. s a n g er. a c. u k/ s ci e n c e/t o ol s/ e x o mi s er  

e Xt a s y 1 7 1  Pri oriti s e s n o n -s y n o n y m o u s v ari a nt s 

pr e di ct e d t o b e p at h o g e ni c u si n g a f u si o n 

m et h o d ol o g y t h at i nt e gr at e s m ulti pl e 

str at e gi e s i n a p h e n ot y p e -s p e cifi c 

m a n n er.  

 

F o c u s e d o n 

i d e ntif yi n g 

c a n di d at e s i n n o v el 

a n d k n o w n di s e a s e 

g e n e s.  

htt p:// e xt a s y. e s at. k ul e u v e n. b e/  

P h e v or 1 7 2  C o m bi n e s o ut p ut s of m ulti pl e bi o m e di c al 

o nt ol o gi e s a n d pr o p a g at e s p ati e nt 

p h e n ot y p e i nf or m ati o n a cr o s s a n d 

b et w e e n o nt ol o gi e s f or i m pr o v e d v ari a nt 

i nt er pr et ati o n. 

 

F o c u s e d o n 

i d e ntif yi n g 

c a n di d at e s i n n o v el 

a n d k n o w n di s e a s e 

g e n e s.  

htt p:// w e at h er b y. g e n eti c s. ut a h. e d u/ c gi -

bi n/ P h e v or/ P h e v or W e b. ht ml  

P h e n -

G e n 1 7 3  

U s e s a s y st e m ati c B a y e si a n fr a m e w or k 

w hi c h c o m bi n e s p ati e nt s e q u e n ci n g d at a 

wit h p h e n ot y p e i nf or m ati o n f or i m pr o v e d 

r ar e di s e a s e v ari a nt a n al y si s of b ot h 

c o di n g a n d n o n -c o di n g v ari ati o n.   
 

F o c u s e d o n 

i d e ntif yi n g 

c a n di d at e s i n n o v el 

a n d k n o w n di s e a s e 

g e n e s.  

htt p:// p h e n -g e n. or g/  

Bi oi nf or m ati c p h e n ot y p e -dri v e n t o ol s f or t h e d et e cti o n a n d pri oriti s ati o n of v ari a nt s i n n o v el a n d k n o w n di s e a s e g e n e s u si n g t h e i nt e gr ati o n 

of p ati e nt g e n ot y p e a n d p h e n ot y p e d at a.

http://www.sanger.ac.uk/science/tools/exomiser
http://extasy.esat.kuleuven.be/
http://weatherby.genetics.utah.edu/cgi-bin/Phevor/PhevorWeb.html
http://weatherby.genetics.utah.edu/cgi-bin/Phevor/PhevorWeb.html
http://phen-gen.org/
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O n e of t h e c h all e n g e s f or n o v el g e n e di s c o v er y i s t h e r e q uir e m e nt f or a c c ur at e, a n d d e e p p h e n ot y pi n g. 

O pti m all y, t hi s s h o ul d b e c oll e ct e d l o n git u di n all y. 1  W hil st H P O t er m s d o h el p t o st a n d ar di s e t h e r e c or di n g 

of p h e n ot y p e i nf or m ati o n, a n d i n d e e d ar e u s e d u ni v er s all y i n m a n y d at a b a s e s i n cl u di n g t h o s e c o n n e ct e d 

t hr o u g h M M E1 2 9 , t h e y ar e oft e n o nl y c oll e ct e d at a p oi nt i n ti m e a n d m a y l a c k t h e ‘f ull n arr ati v e’ of t h e cli ni c al 

hi st or y. T hi s c a n b e pr o bl e m ati c w h e n a s s e s si n g n e w g e n ot y p e -p h e n ot y p e c orr el ati o n s, si n c e f or m a n y 

n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er s, p h e n ot y p e s c a n si g nifi c a n tl y o v erl a p. It c a n al s o b e diffi c ult t o w ei g ht t h e 

s e v erit y or pr o mi n e n c e of cli ni c al f e at ur e s a s t h e c o n v er si o n t o a li st of t er m s t e n d s t o w ei g ht all t h e f e at ur e s 

si mil arl y.   

 

1. 7 . 6  F u n cti o n al v ali d ati o n u si n g m o d el or g a ni s m s  
 
I d e ntif yi n g t h e p h e n ot y pi c eff e ct s of g e n e di sr u pti o n m a y b e p o s si bl e u si n g m o d el or g a ni s m s w h e n t h er e i s 

e n o u g h c o n s er v e d e v ol uti o n ar y f u n cti o n of t h e p at h w a y/ or g a n/ s y st e m i n v ol vi n g t h e g e n e of i nt er e st. W h er e 

t h e f u n cti o n al c o n s e q u e n c e s of m o st h u m a n g e n e v ari a nt s ar e y et t o b e e st a bli s h e d, m o d el or g a ni s m 

d at a b a s e s s er v e a s a u s ef ul r e s o ur c e.  I n d e e d, 5 8 % of h u m a n g e n e s h a v e ort h ol o g s wit h di s e a s e-

a s s o ci at e d p h e n ot y p e s r e p ort e d i n at l e a st o n e m o d el or g a n i s m.1 7 4  Alt h o u g h n o n -h u m a n m o d el s ar e n ot 

n e c e s s aril y p erf e ct pr o xi e s f or h u m a n di s e a s e s, t h e y c a n still s er v e a s i m p ort a nt bi ol o gi c al m o d el s, 

p arti c ul arl y w h e n d at a ar e a g gr e g at e d a cr o s s s p e ci e s. I n r e c e nt y e ar s, p u bli cl y a c c e s si bl e d at a b a s e s h a v e 

b e e n m a d e a v ail a bl e f or r e s e ar c h er s t o l e v er a g e t h e e xt e n si v e b o d y of g e n o mi c st u di e s i n m o d el 

or g a ni s m s. E x a m pl e s i n cl u d e t h e Alli a n c e p ort al 1 7 5  a n d M A R R V E L 1 7 6 . 

 

1. 7 . 7  M o n a r c h I niti ati v e  
 
T h e M o n ar c h I niti ati v e ( htt p s:// m o n ar c hi niti ati v e. or g ) i s a n o p e n s ci e n c e, c oll a b or ati v e pr oj e ct t h at ai m s t o 

i nt e gr at e p h e n ot y p e-g e n ot y p e d at a fr o m a v ari et y of s p e ci e s a n d s o ur c e s. 1 7 4  It s u s er-fri e n dl y w e b p ort al 

pr o m ot e s r a pi d a s s e s s m e nt of p h e n ot y p e s of ort h ol o g s i n or g a ni s m s a n d ot h er s p e ci e s. R e s e ar c h er s c a n 

q u er y g e n e s, p h e n ot y p e s, a n d di s e a s e s t o i d e ntif y c a n di d at e di s e a s e g e n e s. E x o mi s er 1 3 4  a n d G e n o mi s er 1 7 7  

h a v e utili s e d t h e M o n ar c h I niti ati v e i n t h eir g e n e pr e di cti o n al g orit h m s, w hi c h h a v e l e d t o di a g n o s e s i n 

p arti ci p a nt s i n t h e U D N i n cl u di n g t h e af or e m e nti o n e d di s c o v er y t h at t h e di sr u pti o n of S TI M 1  r e s ult s i n Y or k 

pl at el et s y n dr o m e ( MI M: 8 0 5 0 7 0). 1 7 8   

https://monarchinitiative.org/
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1. 7 . 8  M o u s e k n o c k o ut d at a b a s e s  
 
S e v er al m o u s e m o d el or g a ni s m d at a b a s e s e xi st i n cl u di n g t h e M o u s e G e n o m e D at a b a s e ( M G D) 1 7 9, 1 8 0 , t h e 

K n o c k o ut M o u s e Pr oj e ct ( K O M P) 1 8 1 , a n d t h e I nt er n ati o n al M o u s e P h e n ot y pi n g C o n s orti u m (I M P C). 1 8 2, 1 8 3  

T h e s e pr oj e ct s ar e b uil di n g c o m pr e h e n si v e c at al o g u e s of m a m m ali a n g e n e f u n cti o n, g e n ot y p e/ p h e n ot y p e 

a s s o ci ati o n s, a n d d et ail e d p h e n ot y p e d at a fr o m m o u s e k n o c k o ut s of e v er y pr ot ei n -c o di n g g e n e. 1 8 0, 1 8 3  B y 

2 0 1 9, t h e I M P C h a s f ull y or p arti all y p h e n ot y p e d 5, 8 6 1 m o u s e g e n e s, a t hir d of w hi c h ar e n o n -vi a bl e. 1 8 3, 1 8 4  

D at a fr o m I M P C h a s ai d e d t h e di s c o v er y of m a n y n o v el M e n d eli a n p h e n ot y p e s. 1 8 5 -1 8 7  T h at s ai d, t h er e i s 

still m u c h m or e t o b e gl e a n e d fr o m m o u s e d at a; of t h e > 1 0, 0 0 0 m o u s e g e n e s li n k e d t o at l e a st o n e n o n -

l et h al p h e n ot y p e i n a m ut a nt str ai n i n M G D, B a m s h a d et al.  s h o w e d t h at h u m a n ort h ol o g s f or 7 2 % of t h o s e 

g e n e s ar e y et t o b e a s s o ci at e d wit h a M e n d eli a n di s or d er, pr o vi di n g a n ot h er ri c h d at a s o ur c e f or c a n di d at e 

g e n e s a w aiti n g di s c o v er y of t h e h u m a n M e n d eli a n p h e n ot y p e. 1 5 5   

 

1. 7 . 9  I n c o m pl et e p e n etr a n c e a n d n o v el di s e a s e g e n e s  
 
I d e ntif yi n g n o v el di s e a s e g e n e s c a n b e c h all e n g e d b y i n c o m pl et e p e n etr a n c e, i. e. w h e n a di s e a s e -c a u si n g 

v ari a nt d o e s n ot al w a y s r e s ult i n a n y cli ni c al e x pr e s si o n of t h e di s e a s e. If a n o v el c a n di d at e g e n e h a s b e e n 

a s s o ci at e d wit h a gi v e n p h e n ot y p e, y et s o m e or all all el e s ar e i n c o m pl et el y p e n etr a nt, t h e n it c a n b e diffi c ult 

t o g at h er s uffi ci e nt e vi d e n c e f or a n e w di s e a s e-g e n e a s s o ci ati o n u si n g tr a diti o n al g e n eti c e vi d e n c e s u c h a s 

c a s e o b s er v ati o n s a n d f a mili al s e gr e g ati o n. T o miti g at e t hi s, l ar g er c o h ort s t h at c a n s u p p ort st ati sti c al 

a s s o ci ati o n st u di e s m u st b e p ur s u e d. F urt h er m or e, r e s e ar c h er s ar e e x pl ori n g h o w c o m bi n ati o n s of g e n o mi c 

v ari a nt s s u c h a s oli g o g e ni c m o d el s or c o -i n h erit e d pr ot e cti v e all el e s, e n vir o n m e nt al e x p o s ur e s, a n d 

m o s ai ci s m m a y i m p a ct t h e o n s et of M e n d eli a n di s or d er s. 1 8 8  O n e s u c h a p pr o a c h i s t o s p e cifi c all y i d e ntif y 

i n di vi d u al s t h at ar e r e sili e nt t o r ar e di s e a s e, d e s pit e h ar b o uri n g  p at h o g e ni c v ari a nt s. 9 0  A n ot h er ar e a of 

i nt er e st i s h o w ci s -r e g ul at or y v ari ati o n m a y m o dif y t h e p e n etr a n c e of c o di n g v ari a nt s. 1 8 9  

 

1. 7 . 1 0  I nt e gr ati n g m ulti-o mi c s d at a  
 

M ulti pl e o mi c s t e c h n ol o gi e s s u c h a s e pi g e n o mi c s, tr a n s cri pt o mi c s, m et a b ol o mi c s, mi cr o bi o mi c s, a n d 

pr ot e o mi c s ar e b ei n g a d o pt e d a s a p pr o a c h e s i n t h e eff ort t o d eli n e at e t h e f u n cti o n al i m p a ct of g e n eti c 
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v ari ati o n ( Fi g ur e 1. 4 ).1 9 0  T h e s e i nt e gr ati v e a p pr o a c h e s c a n c o m pl e m e nt g e n o mi c d at a a n d ai d i n t h e 

v ali d ati o n a n d di s c o v er y of n o v el g e n e s.  

 
 
F I G U R E 1 .4  | A  M U L TI -O MI C S A P P R O A C H T O P R E CI SI O N M E DI CI N E  

 
S c h e m ati c s h o wi n g h o w t h e i nt e gr ati o n of m ulti -o mi c s d at a i s c o m pl e m e nt ar y a n d i m p ort a nt f or pr e ci si o n m e di ci n e.  

 

 

T h e G e n ot y p e -Ti s s u e E x pr e s si o n ( G T E x) pr oj e ct ( htt p s:// gt e x p ort al. or g/ h o m e/ )8 2  pr o vi d e s a p u bli c 

r e p o sit or y of ti s s u e-s p e cifi c g e n e e x pr e s si o n a n d a m ulti -ti s s u e r ef er e n c e f or i d e ntif yi n g v ari a nt s a s s o ci at e d 

wit h c h a n g e s i n g e n e e x pr e s si o n, or e x pr e s si o n q u a ntit ati v e tr ait l o ci ( e Q T L). 1 9 1  T h e G T E x c o n s orti u m 

r e c e ntl y p u bli s h e d r e s ult s o n t h eir v 8 r el e a s e, pr o vi di n g i n si g ht s i nt o f u n cti o n al m e c h a ni s m s a n d t h e 

ar c hit e ct ur e of g e n eti c r e g ul ati o n. 1 9 2  T h e i nt e gr ati o n of tr a n s cri pt o m e s e q u e n ci n g ( R N A -s e q) h a s l e d t o 

i m pr o v e d di a g n o sti c r at e s f or M e n d eli a n di s e a s e s3 4, 1 9 3 , e v e n w h e n n o str o n g c a n di d at e v ari a nt s w er e 

i d e ntifi e d fr o m e x o m e or g e n o m e d at a.1 9 4  E x pr e s si o n o utli er s, alt er e d s pli ci n g, a n d all eli c i m b al a n c e i n t h e 

tr a n s cri pt o m e d u e t o n o n s e n s e m e di at e d d e c a y c a n all b e cl u e s t o c a n di d at e g e n e s w ort h cl o s er s cr uti n y 

i n t h e e x o m e or g e n o m e d at a.1 9 5 -1 9 7  L ar g e s c al e tr a n s cri pt o m e d at a c a n al s o b e u s e d i n n et w or k a n al y si s. 1 9 8  

O n e c a v e at wit h R N A -s e q i s t h at s pli ci n g a b err ati o n s a n d diff er e nti al g e n e e x pr e s si o n i s b e st a s s e s s e d b y 

s a m pli n g di s e a s e -r el e v a nt ti s s u e s. H o w e v er, t h e s e m a y n ot al w a y s b e cli ni c all y a c c e s si bl e e. g.,  br ai n ti s s u e 

i n n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er s. Ai c h er et al .1 9 9  s h o w e d t h at m a n y s pli ci n g e v e nt s i n n o n -cli ni c all y 

https://gtexportal.org/home/
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a c c e s si bl e ti s s u e ar e l o wl y e x pr e s s e d a n d p o orl y e v al u at e d fr o m m or e c o m m o nl y a c c e s si bl e ti s s u e s s u c h 

a s s ki n a n d bl o o d. T h e a ut h or s d e v el o p e d a t o ol ( M A JI Q -C A T) w hi c h all o w s r e s e ar c h er s t o e x pl or e 

p ot e nti all y a c c e s si bl e ti s s u e s t h at b e st r e pr e s e nt s pli ci n g i n g e n e s of i nt er e st. 1 9 9  A r e c e nt pr e pri nt i n 2 0 2 1 

d e s cri b e s a n alt er n ati v e a p pr o a c h t h at h a s a d v a nt a g e s o v er e x pr e s si o n -b a s e d m et h o d s. Mi ni m u m 

R e q uir e d S e q u e n ci n g D e pt h ( M R S D) i nf or m s bi o s a m pl e s el e cti o n ( w h ol e bl o o d, l y m p h o bl a sti c c ell li n e s, 

a n d s k el et al m u s cl e) b y e sti m ati n g t h e mi ni m u m s e q u e n ci n g d e pt h r e q uir e d fr o m R N A-s e q u e n ci n g t o 

a c hi e v e d e sir e d c o v er a g e a cr o s s a gi v e n g e n e or g e n e p a n el. T h e a ut h or s r e p ort e d hi g h pr e ci si o n a n d t h eir 

r e s ult s s u g g e st t h at l y m p h o bl a sti c c ell li n e s m a y b e s uit a bl e f or ~ 7 0 % of e st a bli s h e d di s e a s e g e n e 

p a n el s. 2 0 0  

 

T h e E n c y cl o p a e di a  of D N A El e m e nt s ( E N C O D E) a n d R o a d m a p E pi g e n o mi c s pr oj e ct s h a v e b e e n 

i n str u m e nt al i n t h e g e n er ati o n of h u m a n r ef er e n c e e pi g e n o m e s a n d e pi g e n o m e m a p s, m ai nl y fr o m c ell 

li n e s.2 0 1 -2 0 3  T h e s e d at a h a v e s u c c e s sf ull y b e e n u s e d t o c o n d u ct r e s e ar c h o n h o w t h e e pi g e n o m e c o ntri b ut e s 

t o h u m a n d e v el o p m e nt, e n vir o n m e nt al f a ct or s, a n d di s e a s e m e c h a ni s m s.2 0 1, 2 0 3  M or e s p e cifi c all y, o n e of 

m o st c o m m o nl y st u di e d e pi g e n eti c p h e n o m e n a, D N A m et h yl ati o n, i s ai di n g di a g n o si s a n d g e n e di s c o v er y. 

Alt er ati o n s i n D N A m et h yl ati o n p att er n s ar e i m pli c at e d i n i m pri nti n g di s or d er s a n d di s e a s e s of s h ort t a n d e m 

r e p e at ( S T R) e x p a n sio n s. T h e a p pli c ati o n of D N A m et h yl ati o n a n al y s e s h a s b e e n s u c c e s sf ul i n i d e ntif yi n g 

m ol e c ul ar di a g n o s e s i n n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er s w h er e cli ni c al mi cr o arr a y a n d ot h er c o n v e nti o n al 

g e n eti c t e sti n g h a s b e e n n o n -di a g n o sti c. 2 0 4, 2 0 5  I n 2 0 1 9, L a Cr oi x et al .2 0 6  i n v e sti g at e d c a s e s of B ar at el a-

S c ott s y n dr o m e ( B S S) ( MI M: 6 1 5 7 7 7) a n d i d e ntifi e d h y p er m et h yl ati o n of e x o n 1 of X Y L T 1 a s s o ci at e d wit h 

a G G C e x p a n si o n a n d g e n e sil e n ci n g. T hi s n ot o nl y c o nfir m e d B S S a s a tri n u cl e oti d e r e p e at e x p a n si o n 

di s or d er b ut  hi g hli g ht e d t h e r el ati v e pr e v al e n c e of m et h yl ati o n a b n or m aliti e s i n di s e a s e p at h o g e n e si s of 

B S S. T h e h y p er m et h yl at e d all el e a c c o u nt e d f or 5 0 % of t h e p at h o g e ni c all el e s i n t h eir c o h ort, s h o w c a si n g 

t h e i m p ort a n c e of i n v e sti g ati n g e pi g e n eti c c h a n g e s i n di s e as e c o h ort s wit h mi s si n g h erit a bilit y. 2 0 6  

 

N ati o n al bi o b a n k s s u c h a s t h e U K Bi o b a n k 2 0 7 , U nit e d St at e s All of U s R e s e ar c h Pr o gr a m1 5 , a n d Fi nl a n d 

Bi o b a n k ( Fi n n G e n) pr o vi d e o p p ort u niti e s t o st u d y g e n o mi c d at a a n d p h e n ot y p e d at a al o n g si d e a s s o ci at e d 

m ol e c ul ar m ar k er s fr o m el e ctr o ni c m e di c al r e c or d s. W hil st t h eir d at a ar e b e st st u di e d i n t h e c o nt e xt of 

c o m pl e x di s e a s e, t h e y ar e al s o i m p or t a nt i n r ar e di s e a s e b y pr o vi di n g p o p ul ati o n l e v el all el e fr e q u e n ci e s, 
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bi o m ar k er r e s ult s a n d p h e n ot y pi c i nf or m ati o n f or c o m p ar ati v e a n al y s e s. U nl u et al . utilis e d V a n d er bilt’ s 

bi o b a n k Bi o V U t o i d e ntif y a p h e n ot y pi c pr ofil e t h at ai d e d i n t h e i d e ntifi c ati o n of a n o v el M e n d eli a n s y n dr o m e 

C A TI F A ( cl eft li p, c at ar a ct, t o ot h a b n or m alit y, i nt ell e ct u al di s a bilit y, f a ci al d y s m or p hi s m, att e nti o n -d efi cit 

h y p er a cti vit y di s or d er)  t h at i s d u e t o l o s s-of -f u n cti o n of RI C 1 ( MI M: 6 1 8 7 6 1). 2 0 8  

 

T h e e m er gi n g a p pli c ati o n of m et a b ol o mi c s wit h e x o m e/ g e n o m e s e q u e n ci n g i s h el pi n g t o i m pr o v e 

di a g n o sti c r at e s i n r ar e di s e a s e. T ar g et e d a n d u nt ar g et e d m et a b ol o mi c s ar e pr o vi n g s u c c e s sf ul i n v ali d ati n g 

v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e i n i n b or n err or s of m et a b oli s m. 2 0 9, 2 1 0  It i s h o p e d t h at wit h i n cr e a si n g 

r e s e ar c h, m et a b ol o mi c s will c o nti n u e t o c o m pl e m e nt ri c h g e n o mi c d at a a n d ai d i n di s c o v er y of n o v el g e n e s.  

 

T h e s e af or e m e nti o n e d a p pr o a c h e s oft e n a p pli e d i n c o m bi n ati o n h a v e b e e n pi v ot al i n b ot h cli ni c al 

di a g n o sti c s a n d i n i d e ntif yi n g n o v el c a n di d at e di s e a s e g e n e s. F or e x a m pl e, a st u d y i n 2 0 1 5 u si n g 

e pi g e n o mi c s, c o m p ar ati v e g e n o mi c s, a n d g e n o m e e diti n g i d e ntifi e d a p at h w a y f or a di p o c yt e t h er m o g e n e si s 

r e g ul ati o n i n v ol vi n g, I R X 3, I R X 5, a n d A RI D 5 B  i n o b e sit y2 1 1 , a n d i n 2 0 1 7, t h e c o m pl e x I a s s e m bl y f a ct or, 

TI M M D C 1 , w a s e st a bli s h e d a s a n o v el mit o c h o n dri al di s e a s e-g e n e b y utili s i n g g e n o mi c a n d tr a n s cri pt o mi c 

s e q u e n ci n g. 1 9 3  

 
 

1. 8  C o n st r ai nt  
 
C o n str ai nt c o n c er n s t h e  o b s er v ati o n t h at c ert ai n g e n e s ar e m or e t ol er a nt t o m ut ati o n t h a n ot h er s. T hi s i s 

of p arti c ul ar i m p ort a n c e i n r ar e g e n eti c di s e a s e s, w h er e b y m a n y di s e a s e g e n e s ar e c o n str ai n e d f or 

m ut ati o n . Wit h s o m a n y v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e i d e ntifi e d i n p ati e nt s’ s e q u e n ci n g d at a, m et h o d s 

c a p a bl e of pri oriti si n g t h e b e st c a n di d at e s f or f u n cti o n al f oll o w u p h a v e b e e n a n ar e a of i nt er e st . 

 

1. 8 . 1  C o n str ai nt b a s e d a p pr o a c h e s  
 
Gi v e n t h e m ut ati o n r at e a n d t h e E art h’ s c urr e nt p o p ul ati o n si z e,  e v er y v ari a nt c o m p ati bl e wit h lif e i n a li vi n g 

h u m a n  s h o ul d t h e or eti c all y b e o b s er v e d . I n d e e d, t h e a g gr e g ati o n of l ar g e p o p ul ati o n d at a s et s h a s b e g u n 

t o r e v e al t h e s p e ctr u m of d a m a gi n g v ari a nt s a cr o s s t h e h u m a n g e n o m e. 1 1 6, 1 3 3  It i s t y pi c al t o o b s er v e 

a p pr o xi m at el y 1 0 0 l o s s -of -f u n cti o n ( L o F) v ari a nt s p er g e n o m e wit h ~ 2 0 g e n e s c o m pl et el y i n a cti v at e d 



El e a n or G. S e a b y   | I ntr o d u cti o n 

    

P a g e 7 6  of 3 5 6  

 

( k n o c k o ut s) e v e n i n p erf e ctl y h e alt h y i n di vi d u al s fr o m t h e g e n er al p o p ul ati o n. 2 8  P o p ul ati o n d at a c a n b e 

utili s e d t o e v al u at e t h e str e n gt h of n at ur al s el e cti o n at t h e g e n e l e v el a n d t o diff er e nti at e r ar e fr o m c o m m o n 

l o s s of f u n cti o n v ari a nt s. A s d el et eri o u s v ari a nt s ar e p ur g e d fr o m h u m a n p o p ul ati o n s t hr o u g h n at ur al 

s el e cti o n, t h er e ar e o p p ort u niti e s t o i d e ntif y g e n e s a n d r e gi o n s t h at ar e c o n str a i n e d f or v ari ati o n c o m p ar e d 

t o e x p e ct e d m ut ati o n r at e s, r e v e ali n g w hi c h g e n e s ar e m o st i nt ol er a nt t o i n a cti v ati o n of o n e 

( h a pl oi n s uffi ci e nt) or b ot h ( k n o c k o ut) c o pi e s. 1 3 3, 2 1 2  

 

1. 8 . 1. 1  L o s s -of -f u n cti o n c o n st r ai nt 
 
I n 2 0 1 6, L e k et al .2 1 3  d efi n e d a s et of g e n e s wit h hi g h pr o b a bilit y of i nt ol er a n c e t o h et er o z y g o u s pr e di ct e d 

l o s s-of -f u n cti o n v ari ati o n ( p LI) m o d ell e d o n ~ 6 0, 0 0 0 e x o m e s fr o m t h e E x o m e A g gr e g ati o n C o n s orti u m 

( E x A C) p o p ul ati o n d at a b a s e. 1 1 6  T hi s p LI s c or e c a n b e u s e d t o i d e ntif y c a n di d at e h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e 

g e n e s c o n str ai n e d f or l o s s -of -f u n cti o n i n a di c h ot o m o u s w a y; i. e. a g e n e i s pr e di ct e d t o b e h a pl oi n s uffi ci e nt 

( p LI > 0. 9) or n ot (Fi g ur e 1. 5 ).  

 

I n 2 0 2 0, K ar c z e w s ki et al ., r efi n e d t h e m o d el a n d r e g e n er at e d p LI s c or e s utilis i n g a l ar g er d at a s et of 

~ 1 4 1, 0 0 0  e x o m e s  a n d  g e n o m e s  fr o m  t h e  G e n o m e  A g gr e g ati o n  D at a b a s e  ( g n o m A D) 

(htt p s:// g n o m a d. br o a di n stit ut e. or g ).1 3 3  T h e  a ut h or s  al s o  d e v el o p e d  t h e  L o s s -of -f u n cti o n 

O b s er v e d/ E x p e ct e d U p p er -b o u n d Fr a cti o n ( L O E U F) s c or e, a c o nti n u o u s m etri c w hi c h pl a c e s > 1 9, 0 0 0 

h u m a n g e n e s o n a s p e ctr u m of i nt ol er a n c e t o k n o c k o ut  (Fi g ur e 1. 5 ). G e n e s wit h t h e l o w e st L O E U F s c or e s, 

i. e., t h e f e w e st pr e di ct e d l o s s-of -f u n cti o n ( p L o F) v ari a nt s c o m p ar e d t o a n e x p e ct ati o n, ar e t h e m o st 

c o n str ai n e d f or l o s s -of -f u n cti o n, hi g hli g hti n g t h eir p ot e nti al bi ol o gi c al e s s e nti alit y. B ot h L O E U F a n d p LI w er e 

v ali d at e d b y c o m p ari s o n t o s e v er al ort h o g o n al i n di c at or s of c o n str ai nt a n d s h o w n t o b e a c c ur a t e at 

di s cri mi n ati n g h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s fr o m a ut o s o m al r e c e s si v e a n d p ol y m or p hi c ( u n c o n str ai n e d) 

g e n e s. 1 3 3  A c o m p a ni o n p a p er b y C olli n s et al. 1 0 9  a d diti o n all y s h o w e d t h at str u ct ur al v ari a nt s s h ar e t h e s a m e 

p att er n of c o n str ai nt a s L O E U F, a n d ar e r e s p o n si bl e f or a b o ut a q u art er of all r ar e l o s s -of -f u n cti o n e v e nt s 

p er g e n o m e.  

https://gnomad.broadinstitute.org/
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F I G U R E 1 .5  | C O M P A RI S O N O F T H E DI S T RI B U TI O N O F P LI  A N D L O E U F  

 
Wi n d o w A  s h o w s a hi st o gr a m of h u m a n g e n e s a cr o s s t h e L O E U F s p e ctr u m di s pl a yi n g a c o nti n u o u s p att er n. L o w er s c or e s r e pr e s e nt hi g h er g e n e c o n str ai nt (f or l o s s -of -f u n cti o n). T h e 

hi st o gr a m i s c ol o u r e d b y L O E U F d e cil e. Wi n d o w B  s h o w s a hi st o gr a m of h u m a n g e n e s a cr o s s t h e p LI s p e ctr u m. T hi s s p e ctr u m i s e xtr e m el y di c h ot o m o u s wit h m a n y  g e n e s s k e w e d 

t o w ar d s eit h er 0 ( n ot c o n str ai n e d f or l o s s-of -f u n cti o n) or 1 ( c o n str ai n e d f or l o s s-of -f u n cti o n). T hi s c a n h el p t o di s cri mi n at e g e n e s t h at ar e li k el y t o c a u s e di s e a s e t hr o u g h 

h a p l oi n s uffi ci e n c y ( p LI > 0. 9). T h e di c h ot o m o u s n at ur e of p LI i s b y d e si g n, a s i niti all y t h e r ef er e n c e d at a b a s e s w er e t o o s m all t o h a v e a d e q u at e p o w er t o di s c er n d e pl eti o n f or l o s s-of -

f u n cti o n v ari ati o n i n s m all t o m e di u m l e n gt h g e n e s. T h e p LI di stri b uti o n i s c ol o ur e d  b y L O E U F d e cil e t o s h o w t h e o v erl a p b et w e e n s c or e s. Hi g h er p LI s c or e s c orr el at e wit h l o w er 

L O E U F s c or e s a s e x p e ct e d. T h e c o nti n u o u s n at ur e of t h e L O E U F s c or e pr o vi d e s m or e gr a n ul ar d et ail t h a n p LI a cr o s s t h e mi d dl e o f t h e s p e ctr u m a n d c a n b ett er str atif y g e n e s wit h 

m o d er at e l e v el s of c o n str ai nt t h at m a y b e i m pli c at e d i n r e c e s si v e di s e a s e.
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A s L O E U F i d e ntifi e s g e n e s c o n str ai n e d f or l o s s -of -f u n cti o n v ari ati o n, t h er e i s a n e x p e ct ati o n t h at t h e s e 

g e n e s w o ul d b e  e nri c h e d f or d o mi n a nt di s e a s e g e n e s a n d t o a l e s s er e xt e nt r e c e s si v e di s e a s e g e n e s. A s 

of J a n u ar y 2 0 2 1, 6 5 % of g e n e s i n t h e l o w e st L O E U F d e cil e ar e y et t o h a v e a n O nli n e M e n d eli a n I n h erit a n c e 

i n M a n (O MI M ) di s e a s e a s s o ci ati o n ( c al c ul at e d u si n g d at a fr o m htt p s:// o mi m. or g ), hi g hli g hti n g t h o u s a n d s 

of hi g h pr o b a bilit y c a n di d at e di s e a s e g e n e s a w aiti n g di s c o v er y of t h e a s s o ci at e d p h e n ot y p e s.  

 

W hil st a L o F v ari a nt i n a L o F c o n str ai n e d g e n e i s of p arti c ul ar i nt er e st i n M e n d eli a n di s e a s e, n ot all L o F 

v ari a nt s c all e d b y N G S t e c h n ol o gi e s ar e tr ul y L o F. W h at m a y a p p e ar t o b e a L o F v ari a nt, m a y i n f a ct e s c a p e 

n o n s e n s e m e di at e d d e c a y  ( N M D), t hr o u g h r e s c u e m e c h a ni s m s, s u c h a s i n fr a m e r e st ori n g s pli c e sit e s or 

i n d el s. F urt h er m or e, L o F v ari a nt s ar e c o m m o nl y e nri c h e d f or s e q u e n ci n g err or s. 1 3 3, 2 1 4  T hi s m e a n s t h at 

c ar ef ul pr u d e n c e i s n e c e s s ar y w h e n i nt er pr eti n g L o F v ari a nt s f or di a g n o sti c p ur p o s e s.  

 

1. 8 . 1. 2  Mi s s e n s e c o n st r ai nt  

 
T h e m aj orit y of c o di n g v ari a nt s of u n c ert ai n cli ni c al si g nifi c a n c e ar e mi s s e n s e v ari a nt s, a s r e p ort e d i n 

Cli n V ar, a p u bli c d at a b a s e w h er e di a g n o sti c l a b or at ori e s a n d r e s e ar c h er s s h ar e v ari a nt cl a s sifi c ati o n s (i. e. 

p at h o g e ni c, b e ni g n, u n c ert ai n si g nifi c a n c e ).2 1 5  Si mil ar t o m et h o d s f or a s s e s si n g l o s s -of -f u n cti o n c o n str ai nt, 

m et h o d s t o i d e ntif y mi s s e n s e c o n str ai nt h a v e e m er g e d b y c o m p ari n g t h e o b s er v e d o v er e x p e ct e d n u m b er 

of mi s s e n s e v ari a nt s m o d ell e d o n p o p ul ati o n d at a. 2 9, 3 0, 1 1 6, 2 1 6, 2 1 7  H o w e v er, mi s s e n s e c o n str ai nt v ari e s a cr o s s 

a g e n e; f or e x a m pl e, u n str u ct ur e d r e gi o n s ar e oft e n l e s s c o n str ai n e d t h a n i m p ort a nt f u n cti o n al d o m ai n s, 

w hi c h h a s n e c e s sit at e d t h e d e v el o p m e nt of r e gi o n al mi s s e n s e c o n str ai nt m o d el s. 2 9, 2 1 8  F urt h er m or e, 

cl u st eri n g p att er n s of p at h o g e ni c mi s s e n s e v ari a nt s v ar y d e p e n d e nt o n i n h erit a n c e p att er n. T ur n er et al .2 1 9  

s h o w e d t h at d o mi n a nt mi s s e n s e v ari a nt s cl u st er m or e t h a n r e c e s si v e v ari a nt s. T h er ef or e, t e sti n g f or n o n -

r a n d o m cl u st eri n g p att er n s m a y i d e ntif y n o v el r e gi o n s of i nt er e st a cr o s s l ar g e s a m pl e si z e s. 2 1 9  T h e 

a p pli c ati o n of t h e s e m etri c s h a s ai d e d i n t h e di s c o v er y of n e w g e n e di s or d er s, i n cl u di n g a d e n o v o  mi s s e n s e 

v ari a nt i n a c o n str ai n e d r e gi o n of G A B R A 2  r e s p o n si bl e f or a n e arl y-o n s et e pil e pti c e n c e p h al o p at h y ( MI M: 

6 1 8 5 5 7). 2 2 0  

 

https://omim.org/
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1. 8 . 1. 3  H o w c o n st r ai nt c a n h el p wit h di a g n o sti c s a n d n o v el g e n e di s c o v e r y  

 
C o n str ai nt m etri c s h a v e b e c o m e c o m m o n pl a c e i n t h e a n al y si s a n d cli ni c al r e p orti n g of v ari a nt s. G e n e l e v el 

c o n str ai nt i s a v ail a bl e, i n cl u di n g mi s s e n s e c o n str ai nt, p LI, a n d L O E U F s c or e s i n t h e g n o m A D br o w s er. 

Mi s s e n s e v ari a nt s i n mi s s e n s e c o n str ai n e d g e n e s, a n d L o F v ari a nt s i n L o F c o n str ai n e d g e n e s ar e t y pi c all y 

of i nt er e st t o cli ni c al l a b or at ori e s a n d c a n h el p wit h pri oriti si n g c a n di d at e s f or f urt h er r e vi e w. G e n e s 

c o n str ai n e d f or L o F, wit h o ut a k n o w n di s e a s e a s s o ci ati o n, ar e p ot e nti al “ y et t o b e di s c o v er e d” di s e a s e 

g e n e s a n d of i nt er e st i n t h e r e s e ar c h c o m m u nit y; t h er e i s a n e x p e ct ati o n t h at L o F v ari a nt s wit hi n t h e s e 

g e n e s s h o ul d m a nif e st a p h e n ot y p e.  

 

1. 8. 1. 4   Li mit ati o n s of c o n st r ai nt m et ri c s   

 

C a uti o n i s a d vi s e d w h e n i nt er pr eti n g  c o n str ai nt m etri c s s u c h a s  p LI a n d L O E U F  d eri v e d fr o m p o p ul ati o n 

d at a s et s ; s o m e p at h o g e ni c v ari a nt s t h at w o ul d c a u s e di s e a s e if pr e s e nt a s g er mli n e v ari a nt s m a y ari s e a s 

s o m ati c v ari a nt s. W hil st m a n y s o m ati c v ari a nt s ar e e x cl u d e d fr o m p o p ul ati o n d at a b a s e s u si n g a n all el e 

b al a n c e b et w e e n 2 0 % a n d 8 0 % f or h et er o z y g o u s v ari a nt s, s o m e m a y still e v a d e t hi s c ut -off. T h er ef or e, 

m etri c s b a s e d o n pr e s u m e d g er mli n e fr e q u e n c y, s u c h a s p LI a n d L O E U F, m a y b e diffi c ult t o i nt er pr et i n t h e 

c o nt e xt of k n o w n s o m ati c m o s ai ci s m. 2 3  

 
 

1. 9  G e n e t o p ati e nt a p pr o a c h e s  
 

I n cr e a si n gl y, g o v er n m e nt f u n di n g h a s i n v e st e d i n n ati o n al s e q u e n ci n g pr oj e ct s f or r ar e di s e a s e.3, 2 2 1  D e s pit e 

1 0 0, 0 0 0 i n di vi d u al s wit h r ar e di s e a s e b ei n g s e q u e n c e d i n t h e U K a s p art of t h e G e n o mi c s E n gl a n d 1 0 0, 0 0 0 

G e n o m e s Pr oj e ct ( 1 0 0 K G P), t h e di a g n o sti c r at e s ar e si mil ar t o t h o s e r e p ort e d el s e w h er e i n t h e 

lit er at ur e.3, 2 2 2  H o w e v er, t h e s c al e of s u c h d at a s et s w el c o m e s o p p ort u niti e s f or n e w a p pr o a c h e s t o n o v el 

g e n e di s c o v er y.  

Wit h i n cr e a si n g d at a a v ail a bl e o n g e n eti c v ari ati o n fr o m a v ari et y of s o ur c e s i n cl u di n g g e n e c o n str ai nt, 

m o u s e m o d el s, p h e n ot y p e -dri v e n m et h o d s et c., t h er e i s s c o p e t o utili s e t h e p o w er of l ar g e c o h ort si z e s f or 

n o v el g e n e di s c o v er y. I n st e a d of bri n gi n g a p ati e nt t o a g e n e, t h er e ar e o p p ort u niti e s, wit h l ar g e e n o u g h 
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s a m pl e si z e s, t o b e s uffi ci e ntl y p o w er e d t o d et e ct r ar e v ari ati o n a n d bri n g c a n di d at e g e n e s t o l ar g e g e n o mi c 

d at a s et s fr o m p ati e nt s ( Fi g ur e 1. 6 ). T h e s e “ g e n e-t o-p ati e nt” a p pr o a c h e s c a n b e a p pli e d t o a c c el er at e n o v el 

g e n e di s c o v er y a n d pri oriti s e g e n e s f or f u n cti o n al st u di e s.
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F I G U R E 1 .6  | G E N E -T O - P A TI E N T A P P R O A C H F O R I M P R O V E D R A R E DI S E A S E DI A G N O S TI C S  

 
S c e n ari o ( 1 ) s h o w s a tr a diti o n al p ati e nt-t o-g e n e a p pr o a c h. F oll o wi n g v ari a nt a n al y si s, r ar e di s e a s e p ati e nt A h a s s e v er al p ot e nti al di s e a s e c a n di d at e s, of w hi c h o n e (i n bl a c k) i s t h e 

di s e a s e -c a u si n g v ari a nt hi d d e n wit hi n t h e s e a of b e ni g n v ari ati o n. Wit h o ut pri or k n o wl e d g e t h at a n y of t h e s e v ari a nt s ar e c a u s ati v e, t h e o nl y w a y t o t e st t h eir p at h o g e ni cit y i s b y 

e x p e n si v e f u n cti o n al st u di e s o n g e n e s of e q u al -pr e di ct e d c a u s alit y. I n s c e n ari o ( 2 ), t h e a p pr o a c h i s r e v er s e d. Hi g h-c o nfi d e n c e di s e a s e -c a u si n g v ari a nt s i n g e n e s  i d e ntifi e d b y c o n str ai nt 

m etri c s a n d m o d el or g a ni s m d at a c a n b e m at c h e d t o p ati e nt s a n d c o m p ar e d t o cli ni c al p h e n ot y p e s, cir c u m v e nti n g t h e a n al yti c al n oi s e pr e cl u di n g v ari a nt i nt er pr et ati o n. I n t ur n, t hi s 

i d e ntifi e s t h e b e st c a n di d at e s f or f oll o w-u p a n d f or d at a -s h ari n g i n t h e M at c h m a k er e x c h a n g e. V ari a nt s/ g e n e s t h at m at c h t o m or e t h a n o n e p ati e nt wit h t h e s a m e or o v erl a p pi n g 

p h e n ot y p e s c a n a d d cr e d e n c e t o t h e m et h o d.



El e a n or G. S e a b y   | I ntr o d u cti o n 

P a g e 8 2  of 3 5 6  

 

1. 1 0  Im p ort a n c e of n o v el g e n e di s c o v er y a n d i m pr o v e d di a g n o sti c 
r at e s  
 

1. 1 0 . 1  Cli ni c al i m p a ct of n o v el M e n d eli a n c o n diti o n s  
 
W hil st n o v el g e n e di s c o v eri e s wi d e n t h e k n o w n f u n cti o n al r e p ert oir e of di s e a s e g e n e s, t h e f o c u s a n d dri v e 

ar e ulti m at el y u plifti n g di a g n o si s r at e s a n d i m pr o vi n g p ati e nt o ut c o m e s. T h er e h a v e b e e n t h o u s a n d s of 

pi v ot al M e n d eli a n di s c o v eri e s t hr o u g h o ut hi st or y , a n d e a c h o n e i s n o m or e i m p ort a nt t h a n a n ot h er, at l e a st 

n ot f or t h e f a mili e s i n v ol v e d.  

 

Si n c e t h e di s c o v er y of t h e C F T R  g e n e i n 1 9 8 9, 2 2 3  it i s n o w p o s si bl e t o di a g n o s e c y sti c fi br o si s 

( MI M: 6 0 2 4 2 1 ) r a pi dl y, pr e di ct p a n cr e ati c f u n cti o n al st at u s, a n d pl a n pr e v e nt ati v e c ar e wit h m o d ul at or 

t h er a p y.2 2 4, 2 2 5  I n 2 0 0 4, t h e di s c o v er y t h at h y p er m or p hi c or g ai n of f u n cti o n v ari a nt s of P C S K 9  c a u s e f a mili al 

h y p er c h ol e st er ol e mi a t y p e III ( MI M: 6 0 3 7 7 6) 2 2 6  h a s l e d t o t h e s u c c e s sf ul d e v el o p m e nt a n d F o o d & Dr u g 

A d mi ni str ati o n ( F D A ) a p pr o v al of m o n o cl o n al a nti b o di e s a g ai n st P C S K 9, w hi c h i s al s o u s e d t o tr e at n o n -

f a mili al f or m s of h y p er c h ol e st er ol e mi a.2 2 7 -2 3 0  A s m or e c oll a b or ati v e, c o h ort -b a s e d st u di e s h a v e e m er g e d i n 

t h e N G S er a, m a n y c a n di d at e g e n e s h a v e b e e n di s c o v er e d t h at h a v e dir e ctl y i m p a ct e d tr e at m e nt a n d 

cli ni c al o ut c o m e s. I n o n e st u d y o n n e ur o m et a b oli c di s or d er s, w h ol e e x o m e s e q u e n ci n g di a g n o s e d 6 8 % of 

p ati e nt s a n d i d e ntifi e d 1 1 n o v el c a n di d at e g e n e s l e a di n g t o a t ar g et e d i nt er v e nti o n i n 4 4 % of p ati e nt s. 2 3 1   

 

Di a g n o si n g M e n d eli a n di s or d er s a s a dir e ct r e s ult of n o v el g e n e di s c o v er y n ot o nl y i m p a ct s t h e pri m ar y 

p ati e nt i n v ol v e d b ut t h eir f a mili e s a n d c ar e gi v er s. F a mili e s of c hil dr e n wit h r ar e g e n eti c di s e a s e s ar e 

a d v er s el y i m p a ct e d b y l a c k of p e er s u p p ort gr o u p s a n d p s y c h o l o gi c al s u p p ort a s w ell a s d el a y s i n 

di a g n o si s. 2 3 2  P ar e nt s of c hil dr e n wit h r ar e di s or d er s h a v e c all e d f or b ett er e d u c ati o n, r e d u cti o n i n a v oi d a bl e 

di a g n o sti c d el a y s, a n d e arl y a c c e s s t o i nt er v e nti o n s a n d tr e at m e nt s. 2 3 3  F or m a n y, a g e n eti c di a g n o si s c a n 

b e lif e -c h a n gi n g, e v e n i n t h e a b s e n c e of a t h er a p e uti c o pti o n. 2 3 4  F oll o wi n g di a g n o si s, q u alit y of lif e i s oft e n 

i m pr o v e d b y: p arti ci p ati o n i n s u p p ort gr o u p s t h at c a n pr o vi d e l o n git u di n al pr o g n o sti c i nf or m ati o n, g e n eti c 

c o u n s elli n g, a n d i nf or m e d r e pr o d u cti v e d e ci si o n s wit h o p p ort u niti e s f or pr e -i m pl a nt ati o n g e n eti c di a g no si s 

or pr e n at al t e sti n g p arti c ul arl y i n t h e c a s e of i n h erit e d v ari a nt s w h er e t h er e i s a si z a bl e r e c urr e n c e ri s k. 2 3 5, 2 3 6   

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/602421
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1. 1 0 . 2  Fi n a n ci al i m p a ct of n o v el di s c o v e ri e s  
 
U n di a g n o s e d r ar e di s e a s e s ar e h u g el y e x p e n si v e. A t y pi c al p ati e nt’ s di a g n o sti c o d y s s e y l a st s a n a v er a g e 

of 8 y e ar s a n d c o st s a t ot al of $ 5, 0 0 0, 0 0 0 t hr o u g h o ut a p ati e nt’ s lif eti m e. 1 5 4  T w o pr o s p e cti v e A u str ali a n 

st u di e s h a v e s h o w n t h at e arl y e x o m e s e q u e n ci n g i s m a ki n g si g nifi c a nt h e a d -w a y a s a c o st -s a vi n g 

di a g n o sti c a p pr o a c h. St ar k et al .1 3 7  s h o w e d t h at i nt e gr ati n g w h ol e e x o m e s e q u e n ci n g a s a fir st -li n e t e st h a d 

a n i n cr e m e nt al c o st s a vi n g p er a d diti o n al di a g n o si s of ( c o n v ert e d t o U S d oll ar s) $ 1, 5 4 3 ( 9 5 % CI: $ 9 2 -

$ 4, 1 4 3). T h e c o st p er di a g n o si s w a s $ 4, 2 4 8 ( 9 5 % CI: $ 3, 4 2 5 -$ 5, 5 8 8 ), $ 1 4, 8 9 3 l e s s t h a n st a n d ar d 

di a g n o sti c c ar e. 1 3 7  T a n et al . c o n cl u d e d t h at w h ol e e x o m e s e q u e n ci n g p erf or m e d at i niti al pr e s e nt ati o n t o 

t erti ar y c ar e r e s ult e d i n a n i n cr e m e nt al c o st-s a vi n g of ( c o n v ert e d t o U S d oll ar s) $ 6, 3 8 3 p er a d diti o n al 

di a g n o si s ( 9 5 CI: $ 3, 0 4 5 -$ 1 0, 9 0 0) c o m p ar e d wit h st a n d ar d di a g n o sti c c ar e. 2 3 7  H o w e v er, c o st -s a vi n g s ar e 

o nl y p o s si bl e w h e n s e q u e n ci n g c a n i d e ntif y t h e c a u s al v ari a nt. T h er ef or e, e v er y n e w g e n eti c di s or d er 

i d e ntifi e d, p u bli s h e d,  a n d s h ar e d i n p u bli cl y a v ail a bl e d at a b a s e s will h a v e wi d e r e a c hi n g di a g n o sti c a n d 

c o st -s a vi n g p ot e nti al. T a ki n g t h e a v er a g e of c o st s s a v e d p er a d diti o n al di a g n o si s fr o m t h e t w o st u di e s 

($ 3, 9 6 4 ) a n d e xtr a p ol ati n g t hi s o n 1 0 0, 0 0 0 p ati e nt s c o ul d s a v e a n e sti m at e d $ 4 0 0 milli o n U S d oll ar s.  

 

1. 1 1  O pti mi si n g di a g n o sti c pi p eli n e s  
 

1. 1 1 . 1  A d dr e s si n g t h e tr a n sl ati o n al g a p  
 
U n d er st a n di n g of t h e g e n eti c b a si s of r ar e di s e a s e i s c o n st a ntl y c h a n gi n g wit h n e w g e n e s a n d v ari ati o n 

b ei n g li n k e d t o di s e a s e at a r a pi d p a c e. Gi v e n t h e dir e ct a p pli c ati o n of t h e s e di s c o v eri e s t o t h e cli ni c al 

di a g n o si s of r ar e di s e a s e i n p ati e nt s, g ui d a n c e  i s n e e d e d f or u n d er st a n di n g w h at i nf or m ati o n i s r e a d y t o b e 

i n c or p or at e d i nt o cli ni c al c ar e a n d m e c h a ni s m s ar e n e e d e d t o q ui c kl y tr a n sl at e t h at i nf or m ati o n i nt o m e di c al 

pr a cti c e. T h e Cli ni c al G e n o m e R e s o ur c e ( Cli n G e n) h a s d e v el o p e d a s y st e m ati c fr a m e w or k  f or e v al u ati n g 

g e n eti c a n d f u n cti o n al e vi d e n c e f or di s e a s e -g e n e r el ati o n s hi p s e n a bli n g t h eir cl a s sifi c ati o n a s d efi niti v e, 

str o n g, m o d er at e li mit e d, n o h u m a n e vi d e n c e, di s p ut e d or r ef ut e d wit h r e s p e ct t o t h eir r e p ort e d r ol e i n 

di s e a s e. 2 3 8  Cli n G e n s u p p ort s G e n e C ur ati o n E x p ert P a n el s t h at bri n g t o g et h er i nt er n ati o n al gr o u p s of 

di s e a s e a n d c ur ati o n e x p ert s t o e v al u at e g e n e -di s e a s e cl ai m s i n t h eir r e s p e cti v e fi el d s 

( htt p s:// cli ni c al g e n o m e. or g/ affili ati o n). Cli n G e n’ s eff ort s ar e c o m bi n e d wit h ot h er p u bli c a n d pri v at e g e n e 
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c ur ati o n eff ort s a n d ar e a c c e s si bl e wit hi n t h e G e n e C ur ati o n C o aliti o n d at a b a s e (t h e g e n c c. or g). C urr e ntl y, 

it i s r e c o m m e n d e d t h at a g e n e-di s e a s e r el ati o n s hi p r e a c h m o d er at e b ef or e it i s i n cl u d e d o n pr e d efi n e d 

di a g n o sti c g e n e p a n el s f or s p e cifi c c o n diti o n s. 2 3 9  H o w e v er, w h e n p erf or mi n g e x o m e a n d g e n o m e 

a p pr o a c h e s o n i n di vi d u al s wit h r ar e di s e a s e, v ari ati o n c a n b e d et e ct e d i n g e n e s t h at h a v e n ot y et b e e n 

li n k e d t o di s e a s e b ut m a y b e str o n g c a n di d at e s. Alt h o u g h pr a cti c e s v ar y b et w e e n l a b or at ori e s a n d 

c o u ntri e s, s o m e pr of e s si o n al st a n d ar d s r e c o m m e n d r e p orti n g t h e s e fi n di n g s b a c k t o p ati e nt s w h e n t h er e i s 

a r e a s o n a bl e c h a n c e t h at n e w e vi d e n c e m a y e v ol v e o v er ti m e t o str e n gt h e n t h e g e n e -di s e a s e r el ati o n s hi p, 

si mil ar t o t h e r et ur n of v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e i n g e n e s alr e a d y li n k e d t o t h e p ati e nt’ s 

c o n diti o n. 1 2 3, 2 4 0  T hi s a p pr o a c h al s o all o w s p ati e nt s t o b e p art n er s i n s ol vi n g t h e c a u s e s of r ar e di s e a s e. 2 4 1  

It i s h o p e d t h at s u c h a fr a m e w or k will a c hi e v e gl o b al r e c o g niti o n a n d b e u ni v er s all y a d o pt e d t o e n s ur e 

c o n si st e n c y i n tr a n sl ati n g r e s e ar c h fi n di n g s i nt o t h e cli ni c.  

 
 

1 . 1 1. 2  L o o ki n g t o t h e f ut ur e  
 
It i s e sti m at e d t h at b y 2 0 2 5, 6 0 milli o n p ati e nt s will h a v e t h eir g e n o m e s e q u e n c e d i n a r e s e ar c h or 

h e alt h c ar e s etti n g. 2 4 2  W hil e t h e s h e er v ol u m e of d at a p o s e s c o m p ut ati o n al c h all e n g e s, it al s o pr o vi d e s 

o p p ort u niti e s t o l e ar n m or e a b o ut t h e g e n eti c ar c hit e ct ur e of h e alt h a n d di s e a s e. H o w e v er, t hi s n e c e s sit at e s 

i m pr o v e d m et h o d s f or i nt er pr eti n g t h e s p e ctr u m of f u n cti o n al v ari ati o n a cr o s s all g e n e s a n d p arti c ul arl y i n 

t h e i nt er pr et ati o n of n o n-c o di n g v ari ati o n, a n ar e a of i n v e sti g ati o n still i n it s i nf a n c y b ut b e gi n ni n g t o m a k e 

h e a d w a y. I n d e e d, di sr u pti o n of n o n -c o di n g t o p ol o gi c al a s s o ci at e d d o m ai n s h a v e b e e n a s s o ci at e d wit h li m b 

m alf or m ati o n s 1 0 5, 2 4 3  a n d n o n -c o di n g v ari a nt s u p str e a m of P R D M 1 3  a n d C C N C  h a v e b e e n li n k e d t o N ort h 

C ar oli n a M a c ul ar D y str o p h y. 2 4 4, 2 4 5  W hil st eff ort s li k e t h e Atl a s of V ari a nt Eff e ct Alli a n c e ar e w or ki n g t o w ar d s 

a c hi e vi n g t h e m a m m ot h g o al of i nt er pr eti n g t h e i m p a ct of all g e n o mi c v ari ati o n, t h er e i s still a l o n g w a y t o 

g o. 2 4 6, 2 4 7  It i s e x p e ct e d t h at a s d at a p o ur s i n a cr o s s a v ari et y of s p e ci e s a n d s o ur c e s, m or e a n d m or e 

m et h o d s will a d o pt m a c hi n e l e ar ni n g a n d d e e p l e ar ni n g t e c h ni q u e s t o fi n d p att er n s a n d di s e a s e 

a s s o ci ati o n s b ut t h e utilit y of t h e s e a p pr o a c h e s ar e li mit e d b y t h e q u alit y of t h e tr ai ni n g d at a a n d ot h er 

f a ct or s i nfl u e n ci n g d at a i nt er pr et ati o n. F or n o v el g e n e di s c o v er y, p er h a p s o n e of t h e m o st p o w erf ul 

r e s o ur c e s w o ul d b e t o b uil d a p u bli cl y a v ail a bl e h u m a n k n o c k o ut d at a b a s e t h at li n k s n at ur all y o c c urri n g n ull 
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v ari a nt s i n g e n e s a n d s u p p orti v e f u n cti o n al e vi d e n c e t o s h ar e d h u m a n p h e n ot y p e d at a. T hi s i s a n e x citi n g 

ti m e f or n o v el g e n e di s c o v er y - t h e e n d i s b y n o m e a n s i n si g ht.
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C h a pt e r 2  | M et h o d s  
 

T hi s c h a pt er d e s cri b e s s o m e of t h e k e y m et h o d ol o g y a n d t o ol s a p pli e d i n t hi s t h e si s a n d ai m s t o h el p 

si g n p o st t h e r e a d er t o r el e v a nt s e cti o n s i n t h e 8  r e sult s  c h a pt er s ( C h a pt er s 3 -1 0 ).  

2. 1  R ef er e n c e g e n o m e  
 
T h e h u m a n r ef er e n c e g e n o m e w a s s e q u e n c e d b y 2 0 0 3, t a ki n g 1 6 y e ar s t o c o m pl et e.2 4 8  T h e r ef er e n c e 

g e n o m e r e pr e s e nt s a u ni v er s al t e m pl at e t o w hi c h all h u m a n s e q u e n c e s c a n b e ali g n e d a n d c o m p ar e d. 

H er ei n t hi s s e cti o n o utli n e s  t h e h u m a n r ef er e n c e s e q u e n c e  r el e v a nt t o w or k u n d ert a k e n i n t hi s d o ct or al 

t h e si s. 

 
2. 1. 1   G R C h 3 8  
 
T h e G e n o m e R ef er e n c e C o n s orti u m H u m a n B uil d 3 8  ( G R C h 3 8) i s t h e a s s e m bl y of t h e h u m a n g e n o m e 

r el e a s e d i n 2 0 1 3; it i s a c c e s si bl e f or d o w nl o a d h er e: htt p s:// w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/ gr c/ h u m a n . It w a s 

c o n str u ct e d fr o m m ulti pl e d o n or s a n d w a s s e q u e n c e d  b a s e b y b a s e u si n g S a n g er s e q u e n ci n g. G R C h 3 8 

i m pr o v e s u p o n it s pr e d e c e s s or, G R C h 3 7 , b y pr o vi di n g a m or e c o m pl et e r ef er e n c e s e q u e n c e a n d alt eri n g 

8 0 0 0 n u cl e oti d e s. S p e cifi c all y, it u s e s m or e alt er n at e c o nfi g s ( 2 6 1 l o ci a cr o s s 1 7 8 r e gi o n s) t o r epr e s e nt 

c o m pl e x r e gi o n s of t h e g e n o m e i n cl u di n g t h e h u m a n l e u c o c yt e a nti g e n ( H L A) l o ci ; c orr e ct s f or s e q u e n ci n g 

art ef a ct s pr e vi o u sl y r e pr e s e nt e d i n G R C h 3 7; a n d h a s a d d e d c e ntr o m eri c s e q u e n c e. 2 4 9  

 

2. 2  P ati e nt c o h ort s a n d d at a pr o c e s si n g  
 
2. 2 . 1  1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct d at a s et  
 
T h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct , w hi c h st art e d i n 2 0 1 4, w a s a g o v er n m e nt f u n d e d i niti ati v e, a s si g n e d t o 

G e n o mi c s E n gl a n d ( G E L) t o d eli v er t h e s e q u e n ci n g of 1 0 0, 0 0 0 w h ol e g e n o m e s i n t h e U K of  8 5, 0 0 0 N H S 

p ati e nt s a n d t h eir f a mili e s wit h r ar e di s e a s e s or c a n c er  t hr o u g h 1 3 N H S G e n o m e M e di ci n e C e nt r es  ( G M C s). 

G E L i s a pri v at e c o m p a n y o w n e d b y t h e D e p art m e nt of H e alt h a n d S o ci al C ar e i n t h e U K. W h er e p o s si bl e, 

( p ar e nt/ off s pri n g) tri o s w er e r e cr uit e d f or r ar e di s e a s e t o e st a bli s h d e n o v o  v ari a nt s, alt h o u g h m or e c o m pl e x 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/human
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p e di gr e e s e xi st e d if di s e a s e s e gr e g at e d t hr o u g h m or e f a mil y m e m b er s. T h e pr oj e ct i s n o w c o m pl et e. T h e 

f oll o wi n g s u b s e cti o n s ar e r el e v a nt t o r e s ult s C h a pt er s  4 -9 . 

2. 2. 1. 1   Et hi c s , r e c r uit m e nt, a n d c o n s e nt 

 
T h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct o bt ai n e d  et hi c al a p pr o v al i n 2 0 1 5 ( R e s e ar c h Et hi c s C o m mitt e e ( R E C) : 

1 4/ E E/ 1 1 1 2; I nt e gr at e d R e s e ar c h A p pli c ati o n S y st e m (I R A S): 1 6 6 0 4 6). P ati e nt i nf or m ati o n s h e et s a n d 

c o n s e nt  f or m s  ar e  a v ail a bl e  at  t h e  G e n o mi c s  E n gl a n d  w e b sit e: 

htt p s:// w w w. g e n o mi c s e n gl a n d. c o. u k/i nf or m ati o n -f or-p arti ci p a nt s/ p arti ci p a nt -f or m s/. 

R e cr uit m e nt t o t h e pr oj e ct w a s v ol u nt ar y a n d i n v ol v e d i nf or m e d c o n s e nt b y a tr ai n e d h e alt h c ar e 

pr of e s si o n al f or b ot h di a g n o sti c t e sti n g a n d r e s e ar c h. F or r ar e di s e a s e r e cr uit m e nt, eli gi bilit y i n v ol v e d 

s u s pi ci o n of a r ar e di s e a s e ( aff e cti n g < 1: 2 0 0 0) a cr o s s a br o a d r a n g e of c at e g ori e s, t h at w a s li k el y 

m o n o g e ni c or oli g o g e ni c i n n at ur e, a n d w h er e p ati e nt s h a d n ot b e e n di a g n o s e d aft er u s u al N H S c ar e. 1 3 2  

W h er e eli gi bl e, a ff e ct e d i n di vi d u als  a n d t h eir cl o s e r el ati v e s w er e i n vit e d t o j oi n  t h e st u d y ( u s u all y a n 

aff e ct e d pr o b a n d a n d t h eir u n aff e ct e d p ar e nt s). Mi n or s ( u n d er t h e a g e of 1 6) w er e c o n s e nt e d b y a n 

a ut h ori s e d a d ult; alt h o u g h, o n c e t h e p ati e nt t ur n e d 1 6, t h e y h a d t o pr o vi d e t h eir o w n c o n s e nt t o r e m ai n i n 

t h e pr oj e ct. P ati e nt s of a n y a g e l a c ki n g c a p a cit y c o ul d h a v e a n a ut h ori s e d a d ult c o n s e nt o n t h eir b e h alf. 

I n di vi d u al s w h o h a d l o st c a p a cit y aft er c o n s e nti n g f or t h e pr oj e ct w er e r e m o v e d fr o m t h e st u d y. P a rti ci p a nt s 

c o ul d o pt o ut of s e c o n d ar y fi n di n g s a n d c arri er t e sti n g  a n d wit h dr a w fr o m t h e p r oj e ct f or a n y r e a s o n at a n y 

ti m e. R e cr uit m e nt f or t h e pr oj e ct cl o s e d  i n 2 0 1 8, alt h o u g h p ati e nt s m a y still b e off er e d w h ol e g e n o m e 

s e q u e n ci n g o n t h e N H S t hr o u g h g e n o mi c l a b or at or y h u b s . 

2. 2. 1. 2   D at a c oll e cti o n  
 
Bl o o d, ti s s u e, or s ali v a w er e c oll e ct e d fr o m p arti ci p a nt s f or g e n o m e s e q u e n ci n g. P h e n ot y p e d at a w er e 

pr o vi d e d b y t h e tr e ati n g cli ni ci a n a n d r e c or d e d a s H P O t er m s a n d l at er st or e d wit hi n L a b K e y , a d at a 

m a n a g e m e nt s y st e m a c c e s s e d  b e hi n d t h e s e c ur e G E L fir e w all. H o s pit al e pi s o d e d at a c o nti n u e t o b e 

r e c or d e d t hr o u g h o ut t h e p ati e nt’ s lif eti m e a n d i s pr o vi d e d t hr o u g h N H S Di git al.  

 

2. 2 . 1.3   A c c e s si n g d at a s e c ur el y a n d g o v e r n a n c e  
 

https://www.genomicsengland.co.uk/information-for-participants/participant-forms/


El e a n or G. S e a b y   | M et h o d s 

    

P a g e 8 8  of 3 5 6  

 

1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct d at a ar e d ei d e ntifi e d a n d a c c e s si bl e i n  a s e c ur e r e s e ar c h e n vir o n m e nt ( R E) t o 

e n s ur e t h at d at a fr o m G e n o mi c s E n gl a n d i s k e pt s af el y b e hi n d a fir e w all.  D at a fr o m t h e pr oj e ct ar e t y pi c all y 

r el e a s e d 2-3 ti m e s p er y e ar  t o r efl e ct pr oj e ct u p d at e s a n d p arti ci p a nt wit h dr a w al s; a n d t o d at e t h er e h a v e 

b e e n 1 6 r el e a s e s , r efl e cti n g diff er e nt n u m b er s of p arti ci p a nt s i n e a c h r el e a s e. T h er e i s s oft w ar e a n d a hi g h -

p erf or m a n c e cl u st er b uil t i nt o t h e R E f a cilit ati n g t h e a n al y si s of d at a fr o m t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct. 

T e c h ni c al s p e cifi c s ar e o utli n e d i n M et h o d s 2. 5 . 2.  

 

G E L e n s ur e s pr ot e cti o n of p arti ci p a nt d at a a n d i s c o m pli a nt wit h d at a pr ot e cti o n l e gi sl ati o n i n cl u di n g G D P R . 

T o e n s ur e d e -i d e ntifi e d d at a, a n y i nf or m ati o n d e e m e d “i d e ntifi a bl e” s u c h a s n a m e, a d dr e s s, a n d d at e of 

birt h i s r e m o v e d a n d r e pl a c e d wit h a u ni q u e i d e ntifi er. O nl y a g gr e g at e p h e n ot y p e or g e n ot y p e d at a i s 

all o w e d t o b e r e m o v e d fr o m t h e R E a n d t hi s pr o c e s s i s g o v er n e d b y a n ‘ Airl o c k’ C o m mitt e e, w hi c h r e vi e w s 

r e q u e st s. H P O t er m s or v ari a nt s u ni q u e t o l e s s t h a n 5 i n di vi d u al s wit hi n G E L ar e n ot all o w e d t o  b e t a k e n 

o ut of t h e R E. V ari a nt l e v el d at a a s s o ci at e d wit h s p e cifi c H P O t er m s ( e v e n if c o m m o n) c a n n ot b e r e m o v e d 

f or a n y i n di vi d u al.  

 

2. 2. 1. 4   D at a w or kfl o w  
 
T h e f u n d a m e nt al w or kfl o w f or t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct i s s h o w n i n  Fi g ur e 2. 1 .
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F I G U R E 2 .1  | 1 0 0, 0 0 0  G E N O M E S P R O J E C T P A TI E N T T O DI A G N O SI S W O R K F L O W  

 

 
P ati e nt s r e cr uit e d t o t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct h a v e p h e n ot y pi n g d at a r e c or d e d a s H P O t er m s. A g e n e p a n el i s s el e ct e d u si n g 

P a n el A p p b a s e d o n pr o vi d e d H P O t er m s. W h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g i s c o m m e n c e d. W h er e p ar e nt al D N A i s a v ail a bl e, t hi s i s 

pr ef er e nti all y d o n e a s a ( p ar e nt/ off s pri n g tri o). W h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g d at a ar e filt er e d b y t h e pr e -s el e ct e d g e n e p a n el. C a n di d at e 

v ari a nt s i n Ti er 1 a n d Ti er 2 g e n e s ar e a s s e s s e d b y N H S a c cr e dit e d di a g n o sti c l a b or at ori e s. A r e p ort i s g e n er at e d a n d r et ur n e d wit h a 

di a g n o si s, or n o di a g n o si s. D at a o ut si d e of t h e g e n e p a n el, n ot a s s e s s e d b y cli ni c al l a b or at ori e s ar e a v ail a bl e f or a p pr o v e d r e s e ar c h er s 

t o a n al y s e. A n y p ot e nti al c a n di d at e v ari a nt s ( o ut si d e of t h e g e n e p a n el a p pli e d) c a n b e r ef err e d t o G e n o mi c s E n gl a n d f or c o n si d er ati o n 

of a s s e s s m e nt b y a n N H S cli ni c al l a b or at or y. H P O –  h u m a n p h e n ot y pi n g o nt ol o g y; W G S –  w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g.
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2. 2 . 1.5   I nf or m ati c s pi p eli n e 
 
All s a m pl e s w er e s e q u e n c e d wit h 1 5 0  b a s e p air  ( b p) p air e d e n d  r e a d s i n a si n gl e l a n e of t h e Ill u mi n a Hi S e q 

2 5 0 0  i n str u m e nt. D at a w er e u nif or ml y pr o c e s s e d o n t h e Ill u mi n a N ort h St ar V 4 w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g 

w or kfl o w ( N S V 4, V 2. 6. 5 3. 2 3). S a m pl e s w er e ali g n e d t o eit h er G R C h 3 7 or G R C h 3 8. M o st s a m pl e s ali g n e d 

t o G R C h 3 7 w er e l at er r e-ali g n e d t o G R C h 3 8.  

 

B A M a n d V C F fil e s t h at p a s s e d i niti al q u alit y c o ntr ol ( Q C) c h e c k s w er e d eli v er e d b y Ill u mi n a; g er mli n e 

s a m pl e s r e q uir e d a s e q u e n ci n g q u alit y of at l e a st 3 0, a n d ali g n m e nt s h a d t o c o v er at mi ni m u m 9 5 % of t h e 

g e n o m e at 1 5 x. D e n o v o  v ari a nt c alli n g of si n gl e n u cl e oti d e v ari a nt s a n d i n d el s w a s p erf or m e d u si n g t h e 

Pl at y p u s v ari a nt c all er. B A M a n d v ari a nt c all fil e s ( V C F ) ar e a c c e s si bl e f or e a c h p arti ci p a nt i n t h e R E.  

 

G E L al s o m a k e a v ail a bl e a n a g gr e g at e m ulti -s a m pl e V C F c o m pri si n g 7 8, 1 9 5 g er mli n e g e n o m e s. T hi s 

d at a s et w a s g e n er at e d b y a g gr e g ati n g si n gl e s a m pl e  g V C F fil e s u si n g g V C F g e n ot y p er. G e n o mi c 

a n n ot ati o n w a s p erf or m e d u si n g E n s e m bl ’ s V ari a nt E ff e ct P r e di ct or (V E P ) v 8 5 a n d a n n ot at e d a g ai n st 

R ef S e q . T h e m ulti-s a m pl e V C F i s s plit i nt o 1 3 7 1 ‘ c h u n k s’ of r o u g hl y e q u al si z e a n d i n cl u d e s t h e a ut o s o m e s, 

s e x c hr o m o s o m e s a n d mit o c h o n dri al p o siti o n s.  

2. 2 . 1.6   V a ri a nt pri oriti s ati o n a n d t i e ri n g 
 
P arti ci p a nt s’ g e n o m e s w er e a n al y s e d i n t h e c o nt e xt of t h eir f a mil y str u ct ur e u si n g s e gr e g ati o n a n al y si s. 

P a n el A p p 1 1 8  v irt u al g e n e p a n el s w er e a p pli e d t o si n gl e n u cl e oti d e v ari a nt s a n d i n d el s a s t h e pri m ar y filt eri n g 

str at e g y, wit h r e m o v al of n o n -c o di n g v ari a nt s a n d c o m m o n v ari a nt s a s s u mi n g a d o mi n a nt di s e a s e wit h a n 

all el e fr e q u e n c y > 0. 0 0 1 i n g n o m A D, a n d a n all el e fr e q u e n c y > 0. 0 1 f or pr e s u m e d r e c e s si v e m o d el s. V ari a nt s 

i d e ntifi e d u si n g t h e G E L pi p eli n e w er e  ti er e d t o ai d N H S di a g n o sti c l a b or at ori e s i n t h eir  e v al u ati o n of pri m ar y 

fi n di n g s (Fi g ur e 2. 2 ). Pr ot ei n c o di n g v ari a nt s n ot i n t h e virt u al g e n e p a n el a p pli e d w er e n ot  e x p e ct e d t o b e 

a s s e s s e d b y N H S a c cr e dit e d cli ni c al l a b or at ori e s. 
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F I G U R E 2 .2  | G E N O MI C S E N G L A N D V A RI A N T TI E RI N G S Y S T E M  

 
Fi g ur e a d a pt e d  fr o m htt p s://r e s e ar c h -h el p. g e n o mi c s e n gl a n d. c o. u k/ p a g e s/ vi e w p a g e. a cti o n ? p a g eI d = 3 8 0 4 6 7 6 9 .  

*R ar e  i s d efi n e d b y a n all el e fr e q u e n c y < 0. 0 0 1 f or a ut o s o m al d o mi n a nt a n d all el e fr e q u e n c y < 0. 0 1 f or a ut o s o m al r e c e s si v e i n h erit a n ce.  

 

https://research-help.genomicsengland.co.uk/pages/viewpage.action?pageId=38046769
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2. 2. 1. 7   R et ur ni n g r e s ult s  
 

N H S  a c cr e dit e d di a g n o sti c l a b or at ori e s r e vi e w Ti er 1 a n d Ti er 2 v ari a nt s a n d g e n er at e a cli ni c al r e p ort. T h e 

o ut c o m e of t h e s e r e p ort s i s a v ail a bl e wit hi n L a b K e y i n t h e ‘ G M C e xit q u e sti o n n air e’ t a bl e.  

 

2. 3   R ef er e n c e  d at a s et s  
 

Wit h i n cr e a si n g a v ail a bilit y a n d aff or d a bilit y of n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g, eff ort s t o a g gr e g at e 

p o p ul ati o n e x o m e a n d g e n o m e d at a h a v e b e c o m e e v er p ar a m o u nt.  T hi s s e cti o n c o n c er n s r ef er e n c e d at a 

a p pli e d i n C h a pt er s  3 -1 0 . 

 

2. 3 . 1  g n o m A D  
 
T h e G e n o m e A g gr e g ati o n D at a b a s e ( g n o m A D) i s a fr e el y a c c e s si bl e w e b -b a s e d r e s o ur c e w hi c h 

a g gr e g at e s e x o m e a n d g e n o m e d at a fr o m a v ari et y of i nt er n ati o n al s e q u e n ci n g pr oj e ct s. 1 3 3  O v er 1 9 5, 0 0 0 

i n di vi d u al s ar e i n cl u d e d, a n d > 1 4 0 pri n ci p al i n v e sti g at or s h a v e c o ntri b ut e d d at a fr o m > 6 0 st u di e s. T h e s e 

d at a, t o s o m e e xt e nt, r e pr e s e nt t h e ‘ g e n er al p o p ul ati o n’, m e a ni n g t h at d at a ar e i n cl u d e d fr o m i n di vi d u al s 

wit h c o m m o n, a n d c o m pl e x di s e a s e s s u c h a s p s y c hi atri c di s or d er s , c ar di o v a s c ul ar di s e a s e s , a n d t y p e 2 

di a b et e s et c. H o w e v er, g n o m A D i s s p e cifi c all y d e pl et e d f or s e v er e p a e di atri c di s e a s e s , b ut s o m e 

i n di vi d u al s wit h M e n d eli a n di s e a s e m a y b e i n cl u d e d.2 5  E ur o p e a n p arti ci p a nt s ar e o v er -r e pr e s e nt e d i n 

g n o m A D, wit h s u b o pti m al r e pr e s e nt ati o n of m a n y c o m m u niti e s, i n cl u di n g Mi d dl e E a st er n, A u str al a si a n, a n d 

Afri c a n p o p ul ati o n s, i nfl ati n g r ar e v ari a nt s i n t h e s e c o m m u niti e s.  

 

All t h e a g gr e g at e d d at a h a v e b e e n pr o c e s s e d a n d j oi nt -c all e d t hr o u g h t h e s a m e B W A -Pi c ar d -G A T K 

pi p eli n e  a n d H ail  f or d at a pr o c e s si n g a n d a n al y si s. J oi nt c alli n g ( o n m ulti pl e s a m pl e s) f a cilit at e s i m pr o v e d 

v ari a nt d et e cti o n wit h gr e at er s e n siti vit y, p arti c ul arl y f or l o w fr e q u e n c y v ari a nt s. Ri g or o u s q u alit y c o ntr ol 

e n s ur e s t h e q u alit y of t h e d at a a n d fir st a n d s e c o n d-d e gr e e r el ati v e s ar e e x cl u d e d  t o miti g at e i nfl at e d all el e 

fr e q u e n ci e s. T h e g n o m A D d at a b a s e ( htt p s:// g n o m a d. br o a di n stit ut e. or g ) i s o p e nl y a v ail a bl e t o t h e s ci e ntifi c 

c o m m u nit y t hr o u g h a w e b br o w s er w hi c h s h o w c a s e s v ari a nt a n d g e n e l e v el st ati sti c s, i n cl u di n g q u alit y 

https://gnomad.broadinstitute.org/
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m etri c s a n d p o p ul ati o n all el e fr e q u e n ci e s a cr o s s m a n y a n c e stri e s. T o m ai nt ai n p arti ci p a nt a n o n y mit y, d at a 

pr e s e nt e d ar e s u c h t o ali g n wit h t h e r e c o m m e n d e d g ui d a n c e i n t h e NI H d at a s h ari n g p oli c y ( N O T -O D -0 3 -

0 3 2). 2 5  

 

C urr e ntl y, t h er e ar e t w o wi d el y a p pli e d v er si o n s of g n o m A D. T h e v 2. 1. 1 d at a s et i s ali g n e d t o 

( G R C h 3 7/ h g 1 9) a n d a n n ot at e d u si n g V E P v 8 5 u si n g G E N C O D E v 1 9  a n d i n cl u d e s  1 3 5, 7 4 8 e x o m e 

s e q u e n c e s a n d 1 5, 7 0 8 w h ol e g e n o m e s e q u e n c e s fr o m u nr el at e d i n di vi d u al s. T h e v 3. 1. 2  d at a s et i s ali g n e d 

t o ( G R C h 3 8) a n d a n n ot at e d wit h V E P v 9 5 u si n g G E N C O D E v 2 9 a n d s p a n s 7 6, 1 5 6 g e n o m e s.  F ull g n o m A D 

a c c e s s i s a v ail a bl e t hr o u g h G o o gl e Cl o u d St or a g e: g s:// g c p -p u bli c -d at a --g n o m a d.  

 

2. 4  M at c h m a k er E x c h a n g e ( M M E)  
 
M M E ( htt p s:// git h u b. c o m/ g a 4 g h/ m m e -a pi s ) c o n n e ct s d at a s et s c o nt ai ni n g b ot h p h e n ot y p e a n d g e n ot y p e 

i nf or m ati o n t hr o u g h a n A p pli c ati o n Pr o gr a m mi n g I nt erf a c e ( A PI) w hi c h e n a bl e s s e ar c hi n g of m ulti pl e 

d at a b a s e s wit h a si n gl e q u er y a n d r et ur ni n g a li st of pr ofil e s t h at m at c h wit h t h e i niti al q u er y. 1 5 7  Wit hi n 

G e n o mi c s E n gl a n d, M M E i s utili s e d b y s u b mitti n g g e n e s t o G e n e M at c h er 2 5 0 , a n o d e of t h e M M E A PI. M M E 

i s utili s e d i n C h a pt er s 4 -6, 8 -1 0 . 

 

2. 5  Bi oi nf or m ati c s  a n d pr o gr a m mi n g  
 
T h e  k e y bi oi nf or m ati c s a n d pr o gr a m mi n g t o ol s a p pli e d t o t h e r e s e ar c h pr e s e nt e d ar e o utli n e d i n T a bl e 2. 1 . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://github.com/ga4gh/mme-apis
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T A B L E 2 .1  | B I OI N F O R M A TI C S A N D P R O G R A M MI N G T O O L S A N D S O F T W A R E A P P LI E D  

T o ol  D e s cri pti o n  

R  A pr o gr a m mi n g l a n g u a g e a n d fr e e s oft w ar e e n vir o n m e nt f or st ati sti c al c o m p uti n g a n d 

gr a p hi c s  

B e dt o ol s 2 5 1  Fl e xi bl e s uit e of t o ol s f or a wi d e r a n g e of g e n o mi c a n al y si s t a s k s  

V E P 2 5 2  V ari a nt a n n ot ati o n s oft w ar e t h at d et er mi n e s t h e eff e ct s of v ari a nt s o n g e n e s, tr a n s cri pt s, 

pr ot ei n s e q u e n c e s, a n d r e g ul at or y r e gi o n s  

L O F T E E 1 3 3  Filt er s a n d fl a g s err o n e o u s or l o w c o nfi d e n c e l o s s of f u n cti o n v ari a nt s  

O MI M A PI  Pr o gr a m m ati c i nt erf a c e t o q u er y t h e O MI M d at a b a s e  

L a b K e y  A s oft w ar e s uit e t o a n al y s e, i nt e gr at e, a n d s h ar e bi o m e di c al d at a  

I G V2 5 3  I nt er a cti v e t o ol t o vi s u ali s e a n d e x pl or e g e n o mi c d at a  

A b br e vi ati o n s: A PI –  a p pli c ati o n pr o gr a m m e i nt erf a c e; I G V –  I nt e gr ati v e g e n o mi c s vi e w er; L O F T E E –  l o s s of f u n cti o n 

tr a n s cri pt eff e ct e sti m at or; O MI M –  O nli n e M e n d eli a n I n h erit a n c e i n M a n; V E P –  v ari a nt eff e ct pr e di ct or.  

 

2. 5. 1   R p a c k a g e s  

R i s a pr o gr a m mi n g l a n g u a g e c o m m o nl y utili s e d t o m a ni p ul at e a n d a n al y s e d at a. R off er s a r a n g e of 

p a c k a g e s t o s u p p ort d at a a n al y si s. R h a s b e e n u s e d t o pr o c e s s d at a i n r e s ult s c h a pt er s ( C h a pt er s 3 -4, 

7 -1 0 ). T h e p a c k a g e s m o st utili s e d  i n t hi s t h e si s ar e  s h o w n i n T a bl e 2. 2 .  

 

T A B L E 2 .2  | M O S T F R E Q U E N T L Y U S E D R  P A C K A G E S  

P a c k a g e  U R L  

stri n gi  htt p s:// stri n gi. g a g ol e w s ki. c o m/  

m a grittr  htt p s:// m a grittr.ti d y v er s e. or g/  

ti d y v er s e htt p s:// w w w.ti d y v er s e. or g /  

viri di s  htt p s:// git h u b. c o m/ sj m g ar ni er/ viri di s  

p at c h w or k  htt p s:// p at c h w or k. d at a -i m a gi ni st. c o m/ 

l u bri d at e htt p s://r drr.i o/ cr a n/l u bri d at e/ m a n/l u bri d at e -p a c k a g e. ht ml  

d pl yr  htt p s:// d pl yr.ti d y v er s e. or g/  

g g pl ot 2  htt p s:// g g pl ot 2.ti d y v er s e. or g/  

s hi n y  htt p s:// s hi n y.r st u di o. c o m/  

pl otl y  htt p s:// pl otl y. c o m/r/  

T a bl e 1  htt p s://r drr.i o/ cr a n/t a bl e 1/ m a n/t a bl e 1. ht ml  

U p S et R  htt p s:// git h u b. c o m/ h m s -d b mi/ U p S et R  
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2. 5 . 2  G E L R e s e a r c h E n vir o n m e nt  
 

T h e G E L R e s e ar c h E n vir o n m e nt ( R E) i s a s e c ur e virt u al d e s kt o p c o n si sti n g of t w o m ai n pl atf or m s:  

1)  A Li n u x virt u al d e s kt o p i nt erf a c e h o st e d b y I n u vi k a  

2)  Hi g h p erf or m a n c e cl u st er ( H P C) –  H eli x.  

T h e R E i s a c c e s si bl e b y l o gi n a n d pr o vi d e s a c c e s s t o s oft w ar e a n d t o ol s, h o w e v er it h a s li mit e d m e m or y 

a n d pr o c e s si n g p o w er. I nt e n si v e a n al y s e s r e q uir e j o b s u b mi s si o n t o H eli x, w hi c h h a s 5 0 n o d e s, o p er at e s 

o n C e nt O S 7. 6. 1 8 1 0 wit h 3 4 c or e s/ n o d e, wit h 1, 7 0 0 j o b sl ot s a v ail a bl e. E a c h n o d e c a n a c c o m m o d at e 2 2 

b at c h j o b s. F or m o st H eli x n o d e s, a n I B M L o a d S h ari n g F a cilit y pl atf or m i s u s e d t o s c h e d ul e j o b s. S er vi c e 

m o d ul e s a v ail a bl e o n t h e H P C ar e li st e d i n T a bl e 2. 3 . C o m m o nl y u s e d e n vir o n m e nt al m o d ul e s i n cl u d e 

B C F T o ol s, B E Dt o ol s, B W A, C A D D, F A S T Q C, G A T K, L u m p y, P LI N K, Pi n d el, S A Mt o ol s, S T A R, S al m o n, 

V E P, Pi c ar d, t a bi x a n d v erif y B a mI D. A f ull li st of E n vir o n m e nt al T o ol s i s a v ail a bl e i n S u p pl e m e nt ar y T a bl e 

S 1 . 
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T A B L E 2 .3  | S E R VI C E M O D U L E S A V AI L A B L E O N H E LI X  

T o ol  V er si o n   M o d ul e L o a d  

E a s y B uil d  3. 9. 2  E a s y B uil d/ 3. 9. 3  

T ur b o V N C  2. 2. 2  T ur b o V N C/ 2. 2. 2  

a ut ot o ol s  - a ut ot o ol s  

c h arli e cl o u d  0. 9. 7  c h arli e cl o u d/ 0. 9. 7  

cl u st er s h ell  1. 8. 1  cl u st er s h ell/ 1. 8. 1  

c m a k e  3. 1 4. 3  c m a k e/ 3. 1 4. 3  

g n u  5. 4. 0  g n u/ 5. 4. 0  

g n u 7  7. 3. 0  g n u 7/ 7. 3. 0  

g n u 8  8. 3. 0  g n u 8/ 8. 3. 0  

h wl o c  2. 0. 3  h wl o c/ 2. 0. 3  

ll v m 4 4. 0. 1  ll v m 4/ 4. 0. 1 

ll v m 5 5. 0. 1  ll v m 5/ 5. 0. 1 

p a pi  5. 7. 0  p a pi/ 5. 7. 0  

p ar a v er  4. 8. 1  p ar a v er/ 4. 8. 1  

p mi x  2. 2. 2  p mi x/ 2. 2. 2  

pr u n  1. 3  pr u n/ 1. 3  

r st u di o-s er v er  1. 1. 4 6 3  r st u di o-s er v er/ 1. 1. 4 6 3  

r st u di o _ si n g ul arit y  1  r st u di o _ si n g ul arit y/ 1 

si n g ul arit y  3. 2. 1  si n g ul arit y/ 3. 2. 1  

v al gri n d  3. 1 5. 0  v al gri n d/ 3. 1 5. 0  

w e b s o c kif y  0. 8. 0  w e b s o c kif y/ 0. 8. 0  

 

A s of 2 0 2 3, t h e G E L r e s e ar c h e n vir o n m e nt h a s tr a n siti o n e d t o a Tr u st e d R e s e ar c h E n vir o n m e nt ( T R E) o n 

a cl o u d -b a s e d pl atf or m, s u p p ort e d b y A m a z o n W e b S er vi c e s. T h e T R E h o st s a li n u x virt u al d e s kt o p a n d 

t h e H eli x H P C.  

 

2. 5. 3   S o ut h a m pt o n Hi g h P e rf or m a n c e Cl u st e r –  Iri di s 
 
T h e S o ut h a m pt o n hi g h p erf or m a n c e cl u st er (Iri di s) i s o n e of t h e l ar g e st s u p er c o m p ut er s i n t h e U K. A c c e s s 

t o Iri di s i s off er e d t hr o u g h a p pli c ati o n t o r e s e ar c h er s a n d p o st-gr a d u at e s. Iri di s f a cilit at e s r u n ni n g hi g h 

i nt e n sit y s e q u e nti al j o b s, or p ar all el j o b s wit h di stri b ut e d m e m or y.  

T h e l at e st g e n er ati o n of Iri di s, Iri di s 5, b o a st s:  
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- 2. 2 P B of st or a g e  

- 4 6 4 c o m p ut e n o d e s e a c h wit h 5 0 C P U s p er n o d e wit h 1 9 2 G B of m e m or y  

- Gr a p hi c s c ar d s i n cl u di n g:  

o  2 0 N vi di a T e sl a V 1 0 0  

o  4 0 N vi di a H T X 1 0 8 0 Ti  

- 4 hi g h m e m or y n o d e s e a c h wit h 6 4 c or e s, 7 6 8 G B of R A M a n d 9 T B of l o c al s cr at c h s p a c e  

- 2 d at a vi s u ali s ati o n n o d e s wit h 2 2 u s a bl e c or e s, 3 8 4 G B of R A M a n d a n N vi di a M 6 0 G P U  

- 3 l o gi n n o d e s wit h 4 0 c or e s a n d 3 8 4 G B of m e m or y  

- 2 0, 0 0 0 pr o c e s s or c or e s pr o vi d e 1, 3 0 5 T Fl o p s p e a k.  

Iri di s 5 i s a c c e s si bl e u si n g t h e b a s h c o m m a n d li n e b a s e d o n a U NI X stri ct ur e.  

 

2. 5 .4   B r o a d I n stit ut e Cl o u d C o m p uti n g  
 
T h e Br o a d I n stit ut e n o l o n g er u s e s a n H P C, b ut i n st e a d h a s c oll a b or at e d wit h G o o gl e Cl o u d t o f or m G o o gl e 

G e n o mi c s. G o o gl e G e n o mi c s pr o vi d e s a p a y -p er -u s e s er vi c e t o t h e Br o a d I n stit ut e, w h er e b y d at a ar e 

st or e d u si n g G o o gl e B u c k et s. T h e Tr a n sl ati o n al G e n o mi c s Gr o u p  at t h e Br o a d I n stit ut e  utili s e s t hi s s er vi c e. 

T h e m aj orit y of c o m p ut e u s e d i s fr o m K u b er n et e s cl u st er s. C o m p ut e u s a g e f or s p e cifi c Br o a d r el at e d 

pr oj e ct s i s s h o w n i n T a bl e 2. 4 .  
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T A B L E 2 .4  | G O O G L E C L O U D S E R VI C E S C O M P U T E U S A G E B Y T H E T R A N S L A TI O N A L G E N O MI C S G R O U P A T T H E B R O A D IN S TI T U T E  

Pr oj e ct  P er si st e nt 

v C P U s  

P er si st e nt R A M 

( G B) 

# Of  P er si st e nt 

V M s  

G C S B u c k et 

D at a St or a g e 

( T B) 

Bl o c k 

St or a g e ( V M 

Di s k s) ( T B)  

Ot h er ( G o o gl e) 

Cl o u d S er vi c e s 

Utili s e d  

D y n a mi c C o m p ut e 

( D at a pr o c) v C P U 

H o ur s ( N o v 2 0 2 1 ) 

A v er a g e n u m b er of 

r u n ni n g D at a pr o c 

W or k er n o d e s 

( a s s u mi n g 8 v C P U s p er 

w or k er)  

g n o m A D  5 0  2 2 4  6  3 4 3. 3  2 1. 9  Cl o u d F u n cti o n s  1 3 0 1 4 3  2 2  

S e qr  6 4  4 0 2. 5  1 5  8 7  1 9. 3  Cl o u d S Q L ( 3 

P o st gr e s 

d at a b a s e s), Cl o u d 

C o m p o s er ( 1 

e n vir o n m e nt), Cl o u d 

F u n cti o n s, 

Cl o u d B uil d  

1 8 4 9 6  3  

Cli n G e n  3 4  1 5 0. 2 5  1 7  2  2. 4  Bi g Q u er y, 

Cl o u d b uil d, 

C o nfl u e nt. Cl o u d 

k af k a h o sti n g  

0  0  

T ot al s  1 4 8  7 7 6. 7 5  3 8  4 3 2. 3  4 3. 6  
 

1 4 8 6 3 9  
 

G B –  gi g a b yt e s; G C S –  G o o gl e Cl o u d S er vi c e s; R A M –  r a n d o m a c c e s s m e m or y; T B –  t er a b yt e s; v C P U –  virt u al c e ntr al pr o c e s si n g u nit; V M –  virt u al m a c hi n e . 
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2. 6  A n n ot ati o n t o ol s  
 

2. 6. 1   C o n str ai nt m etri c s  
 
 
T h e a v ail a bilit y of p o p ul ati o n d at a s et s s u c h a s g n o m A D h a s e n a bl e d r e s e ar c h i nt o v ari a nt l e v el a n d g e n e 

c o n str ai nt, b y t h e c o m p ari s o n of e x p e ct e d r at e s of m ut ati o n c o m p ar e d wit h w h at i s o b s er v e d.  C o n str ai nt 

m etri c s q u a ntif y t hi s l e v el of c o n str ai nt a n d c a n h el p pri oriti s e g e n e s a n d v ari a nt s i n g e n o mi c a n al y s e s. T hi s 

s e cti o n li st s t h e m o st a p pli e d L o F c o n str ai nt m etri c s a n d s oft w ar e a v ail a bl e t o ai d i n g e n o mi c d at a 

i nt er pr et ati o n, a s s h o w c a s e d i n C h a pt er s  3 -7 .  

 

2. 6 . 1. 1  p LI  
 
T h e pr o b a bilit y of L o F i nt ol er a n c e ( p LI) i s a c o n str ai nt m etri c ori gi n all y m o d ell e d o n 6 0, 0 0 0 e x o m e s fr o m 

t h e E x A C2 2  d at a b a s e. T h e s c or e i s d eri v e d b y c o m p ari n g t h e n u m b er of o b s er v e d p L o F v ari a nt s ( st o p 

g ai n e d, fr a m e s hift, a n d e s s e nti al s pli c e sit e) i n a p o p ul ati o n wit h t h e n u m b er e x p e ct e d u n d er n e utr alit y. T h e 

m o d el a s s u m e s t h at t h e n u m b er of p L o F v ari a nt s i n a g e n e o b e y s a P oi s s o n di stri b uti o n wit h m e a n λ M, 

w h er e b y M i s t h e e x p e ct e d n u m b er of p L o F v ari a nt s i n a s a m pl e u n d er n e utr alit y, a n d λ  i s t h e d e pl eti o n i n 

t h e n u m b er d u e t o s el e cti o n. G e n e s w er e c at e g ori s e d a s f oll o w e d: 

- N e utr al: λ N ull = 1  

- R e c e s si v e: λ R e c = 0. 4 6 3  

- H a pl oi n s uffi ci e nt: λ HI = 0. 0 8.  

H a pl oi n s uffi ci e nt a n d r e c e s si v e λ v al u e s w er e d eri v e d b y c al c ul ati n g t h e a v er a g e r e d u cti o n of p L o F v ari a nt s 

i n k n o w n r e c e s si v e a n d h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s. T h e a ut h or s e sti m at e d t h e pr o p orti o n of g e n e s i n 

e a c h of t h e t hr e e c at e g ori e s a b o v e a n d o bt ai n e d t h e m a xi m u m a p o st eri ori pr o b a bilit y t h at a n y gi v e n g e n e 

b el o n g e d t o a gi v e n c at e g or y. S c or e s > 0. 9 ar e c o n si d er e d t o r e pr e s e nt hi g h pr o b a bilit y h a pl oi n s uffi ci e nt 

di s e a s e g e n e s, e xtr e m el y i nt ol er a nt t o L o F.  

2. 6 . 1. 2  L O E U F  
 
T h e L o s s -of -f u n cti o n O b s er v e d/ E x p e ct e d U p p er -b o u n d Fr a cti o n ( L O E U F) b uil d s u p o n t h e p LI s c or e. 

M o d ell e d o n 1 4 1, 0 0 0 e x o m e s a n d g e n o m e s fr o m g n o m A D, L O E U F a s s e s s e s t h e d e gr e e of i nt ol er a n c e t o 
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p L o F v ari ati o n f or e a c h g e n e u si n g a c o nti n u o u s m etri c of t h e o b s er v e d/ e x p e ct e d r ati o, a n d t h e n a p pli e s 

a n u p p er b o u n d of a P oi s s o n -d eri v e d c o nfi d e n c e i nt er v al ( at 9 0 %) ar o u n d t h e r ati o. T hi s u p p er b o u n d i s a 

c o n s er v ati v e o n e dir e cti o n al m etri c, m e a ni n g t h at g e n e s wit h l o w L O E U F s c or e s < 0. 3 5 ar e d e pl et e d f or 

p L o F  v ari a nt s, b ut g e n e s wit h hi g h L O E U F s c or e s c o m pri s e g e n e s wit h o ut d e pl eti o n a n d g e n e s t o o s m all 

t o e sti m at e a pr e ci s e o b s er v e d/ e x p e ct e d r ati o.1 3 3   

 

2. 6 . 1. 3  L O F T E E  
 
T h e  L o s s -Of -F u n cti o n  Tr a n s cri pt  Eff e ct  E sti m at or  ( L O F T E E)  i s  a  s uit e  of  t o ol s 

(htt p s:// git h u b. c o m/ k o nr a dj k/l oft e e ) t h at h el p s a ut o m at e t h e r e m o v al of p L o F v ari a nt s, li k el y t o r e pr e s e nt 

art ef a ct s or f al s e p o siti v e s. L O F T E E a p pli e s stri n g e nt filt eri n g crit eri a t o r e m o v e p L o F v ari a nt s li k el y t o 

e s c a p e n o n s e n s e -m e di at e d d e c a y  a n d  i s a v ail a bl e a s a V E P pl u gi n. T h e L O F T E E V 1. 0 s oft w ar e h a s b e e n 

a p pli e d i n C h a pt er s  3 , 4 a n d  7.   L O F T E E h ar d filt eri n g a n d fl a g s ar e s h o w n i n T a bl e 2. 5 .

https://github.com/konradjk/loftee
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T A B L E 2 .5  | L O F T E E  H A R D FI L T E RI N G C RI T E RI A A N D O P TI O N A L F L A G S   
 

H ar d filt er s ( v ari a nt r e m o v al)  Fl a g s ( n o n -stri n g e nt)  

All v ari a nt s  
V ari a nt s w h er e b y t h e l o s s of f u n cti o n all el e i s t h e a n c e str al st at e  

N/ A  
V ari a nt s i n i n c o m pl et e G E N C O D E  tr a n s cri pt s 

Fr a m e s hift a n d st o p g ai n e d  

v ari a nt s  

V ari a nt s i n t h e l a st e x o n or wit hi n 5 0 b p of t h e e n d of t h e 

tr a n s cri pt 
Si n gl e e x o n g e n e s  

V ari a nt s i n a n e x o n n ot c o nt ai n e d wit hi n c a n o ni c al s pli c e sit e s  
E x o n s d e v oi d of t h e e v ol uti o n ar y pr ot ei n -c o di n g si g n at ur e b a s e d o n 

P h yl o C S F  

S pli ci n g  v ari a nt s  

V ari a nt s n ot pr e di ct e d t o aff e ct a d o n or sit e  V ari a nt s i n N A G N A G sit e s  

S pli ci n g v ari a nt s o nl y di sr u pti n g u ntr a n sl at e d r e gi o n s  I ntr o ni c v ari a nt s wit h a n o n-c a n o ni c al s pli c e sit e  

V ari a nt s n ot a n n ot at e d b y M a x E nt S c a n  

N/ A  
V ari a nt s r e s c u e d b y n e ar b y i n fr a m e s pli c e sit e s ( wit hi n 1 5 b a s e 

p air s)  

V ari a nt s i n s m all i ntr o n s < 1 5 b a s e p air s  

H ar d filt er s r e pr e s e nt v ari a nt s r e m o v e d b y L O F T E E. Fl a g s ar e n o n -stri n g e nt a n d o pti o n al –  t h e s e ar e hi g hli g ht e d b ut n ot r e m o v e d b y L O F T E E.  
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2. 6 . 2  Pr o p orti o n e x pr e s s e d a c r o s s tr a n s cri pt ( p e xt) s c or e  
 
I n 2 0 2 0, C u m mi n g s et al .2 1 4  d e v el o p e d t h e pr o p orti o n e x pr e s s e d a cr o s s tr a n s cri pt ( p e xt)  s c or e t o ai d i n t h e 

i nt er pr et ati o n of tr a n s cri pt-s p e cifi c a n n ot ati o n. P e xt i s a t o ol t h at f a cilit at e s t h e r a pi d vi s u ali s ati o n of i s of or m 

e x pr e s si o n v al u e s a cr o s s ti s s u e s u si n g G T E x d at a. P e xt c a n diff er e nti at e b et w e e n w e a kl y a n d hi g hl y 

e v ol uti o n aril y c o n s er v e d e x o n s a n d t h u s s er v e s a s a s urr o g at e f or f u n cti o n al i m p ort a n c e ( Fi g ur e 2. 3 ). P e xt 

i s a p pli e d i n C h a pt er s  3 - 7, 9 -1 0 .
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P e xt v al u e s ar e i nt e gr at e d fr o m t h e G T E x d at a s et b y c o m p uti n g t h e m e di a n e x pr e s si o n of a tr a n s cri pt f or G T E x ti s s u e s a m pl e s. T h e e x pr e s si o n of a gi v e n b a s e i s d efi n e d a s t h e 

s u m m e d e x pr e s si o n of all tr a n s cri pt s t h at t o u c h t h at b a s e. T hi s i s r e p e at e d f or e v er y G T E x ti s s u e a n d t h e n n or m ali s e d b y t h e w h ol e g e n e e x pr e s si o n i n t h at ti s s u e. Tr a n s cri pt 1 h a s 

l o w ti s s u e e x pr e s si o n c o m p ar e d wit h tr a n s cri pt s 2 a n d 3. T h e o v er h a n gi n g r e gi o n of e x o n 2 ( o n tr a n s cri pt 1) h a s a b a s e p e xt of 1 T P M, a n d t h er ef or e, t hi s r e gio n i s li k el y t o h a v e l o w 

c o n s er v ati o n or b e e nri c h e d f or a n n ot ati o n err or s. T h er ef or e, a v ari a nt i n t h e r e gi o n of t h e pi n k st ar w o ul d b e e a sil y i d e ntifi e d a s a l o w pri orit y c a n di d at e d u e t o t h e r el ati v e dr o p i n 

m e a n p e xt s e c o n d ar y t o l o w ti s s u e e x pr e s si o n i n G T E x a cr o s s t h at r e gi o n. T h e c a v e at t o t hi s r ul e i s w h er e tr a n s cri pt 1 i s u ni q u el y e x pr e s s e d i n t h e ti s s u e of i nt er e st, a n d t h er ef or e, 

e x pr e s si o n v al u e s s h o ul d b e a s s e s s e d a g ai n st ti s s u e s of i nt er e st, r at h er t h a n j u st t h e m e a n e x pr e s si o n a cr o s s all ti s s u e s. T h e i nt e gr ati o n of p e xt i nt o t h e g n o m A D br o w s er all o w s 

t h e a n al y st t o vi s u ali s e b ot h m e a n p e xt a n d ti s s u e s p e cifi c-p e x t. G T E x, g e n ot y p e ti s s u e e x pr e s si o n; T P M, tr a n s cri pt p er milli o n.
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2. 6. 3   C ur ati o n p ort al  
 
 
A b e s p o k e c ur ati o n p ort al ( htt p s:// git h u b. c o m/ m a c art h ur -l a b/ v ari a nt-c ur ati o n -p ort al ) d e v el o p e d at t h e Br o a d 

I n stit ut e u si n g H ail  (htt p s:// h ail.i s ) pr o vi d e s a pl atf or m t o c ur at e l o s s of f u n cti o n v ari a nt s u si n g a w e b 

a p pli c ati o n. T h e c u st o m p ort al i n cl u d e s a c c e s s t o g n o m A D v ari a nt p a g e s wit h a s s o ci at e d i nt e gr ati v e 

g e n o mi c s vi e w er ( I G V) r e a d s a n d t h e U ni v er sit y of C alif or ni a, S a nt a Cr u z ( U C S C ) br o w s er f or f a st a n al y si s 

a n d i nt er pr et ati o n of p L o F v ari a nt s i d e ntifi e d i n g n o m A D. T h e p ort al i n cl u d e s a p a n el f or r a pi d “t a g gi n g” of 

v ari a nt s wit h err or m o d e s a n d fl a g s, i n a d diti o n t o a fr e e t e xt b o x f or c o m m e nt s, a n d t h e o pti o n t o cl a s sif y 

v ari a nt s o n  a Li k ert s c al e fr o m L o F t o n ot L o F ( Fi g ur e 2. 4 ). T h e p ort al w a s a p pli e d  i n C h a pt er 3 .

https://github.com/macarthur-lab/variant-curation-portal
https://hail.is/
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M N V –  m ulti -n u cl e oti d e v ari a nt; L o F –  l o s s of f u n cti o n.
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2. 7  St ati sti c al m et h o d s   
 

 
2. 7 .1   G e n e P y  
 
At a hi g h l e v el, G e n e P y 8 1 ,  i s a di m e n si o n alit y r e d u cti o n al g orit h m d e v el o p e d at t h e U ni v er sit y of 

S o ut h a m pt o n . T h e s oft w ar e i s o p e n s o ur c e,  a n d t h e l at e st v er si o n i s a v ail a bl e h er e: htt p s:// git h u b. c o m/ U o S -

H GI G/ G e n e P y -1. 4 . G e n e P y r e s c al e s v ari a nt d at a i nt o g e n e-l e v el d at a f or e v er y i n di vi d u al i n a gi v e n c o h ort. 

G e n e P y r e pr e s e nt e d a g e n eti c mi x e d m o d el t h at i nt e gr at e s: 1) v ari a nt p o p ul ati o n fr e q u e n c y; 2) 

d el et eri o u s n e s s (r efl e cti n g p at h o g e ni cit y, c o n s er v ati o n, r e g ul at or eff e ct s); a n d 3) v ari a nt z y g o sit y (i. e. t h e 

all el e i n h erit e d fr o m e a c h p ar e nt). G e n e P y g e n er at e s a si n gl e s c or e p er v ari a nt  ( a n d m ulti pl e s t h e eff e ct s 

of t w o all el e s at a si n gl e di pl oi d l o c u s) a n d t h e n s u m s all t h e v ari a nt s c or e s a cr o s s a  g e n e t o g e n er at e a 

si n gl e s c or e  (Fi g ur e 2. 5 ). T h er ef or e, t h e c o ntri b uti o n of all v ari ati o n o b s er v e d wit hi n a g e n e i s m o d ell e d i n 

a n a d diti v e f a s hi o n, w h er e b y t h e c u m ul ati v e eff e ct of p at h o g e ni cit y fr o m v ari a nt s of v ar yi n g eff e ct si z e s c a n 

b e a d d e d t o g e n er at e a si n gl e g e n e b ur d e n s c or e, p er g e n e, p er i n di vi d u al.
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a.  P ati e nt’ s D N A u n d er g o e s s e q u e n ci n g a n d s u b s e q u e nt pr o c e s si n g t o pr o d u c e a fil e li sti n g all v ari a nt s i d e ntifi e d i n t h eir d at a.  b.  E a c h 

v ari a nt i s i n di vi d u all y a n n ot at e d wit h bi ol o gi c al i nf or m ati o n r efl e cti n g: z y g o sit y i. e. t h e all el e i n h erit e d fr o m e a c h p ar e nt ; d el et eri o u s n e s s 

( D  - c a n b e u s er s p e cifi e d) a n d; fr e q u e n c y of t h e o b s er v e d all el e s (f) f or i n g n o m A D. c. T h e s e d at a ar e i n p ut i nt o t h e G e n e P y al g orit h m 

f or e a c h v ari a nt a n d t h e n s u m m e d a cr o s s all v ari a nt s o b s er v e d wit hi n t h at g e n e f or t h at i n di vi d u al. T hi s st e p i s r u n i n p ar all el f or all 

g e n e s a cr o s s all p ati e nt s wit hi n t h e c o h ort. d. T h e o ut p ut i s a m atri x of all i n di vi d u al s  b y all g e n e s. F or c ert ai n a p pli c ati o n s, t hi s m atri x 

c a n b e tr a n s p o s e d s u c h t h at f or e a c h g e n e, i n di vi d u al s ar e or d er e d b y hi g h e st p at h o g e ni c v ari a nt l o a di n g.
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F or e a c h i n di vi d u al s a m pl e  h  wit hi n a  c o h ort  H  =  [h 1 , h2 , …, hn ], t h e l o s s of i nt e grit y of a n y gi v e n g e n e  g  i n 

t h e R ef G e n e d at a b a s e G   = [g 1 , g2 , … gm ] c a n b e q u a ntifi e d a s t h e s u m of t h e eff e ct of all ( k ) v ari a nt s wit hi n 

it s c o di n g r e gi o n o b s er v e d i n t h at s a m pl e, w h er e e a c h bi all eli c m ut at e d l o c u s (i) i n a g e n e i s w ei g ht e d 

a c c or di n g t o it s pr e di ct e d all el e d el et eri o u s n e s s ( D i), z y g o sit y a n d all eli c fr e q u e n c y (fi). T h e G e n e P y 

s c or e  S g h  f or a gi v e n g e n e (g ) i n i n di vi d u al (h ) i s: 

 

 

At a n y o n e v ari a nt l o c u s ( i), b ot h p ar e nt al all el e s ar e r e pr e s e nt e d  u si n g  fi1  a n d  fi2  t o e m b e d t h e p o p ul ati o n 

fr e q u e n c y of all el e1  a n d all el e 2  a n d, i n d oi n g s o, m o d el o b s er v e d bi ol o gi c al i nf or m ati o n o n b ot h fr e q u e n c y 

a n d z y g o sit y. A n y h o m o z y g o u s g e n ot y p e t h er ef or e i s si m pl y t h e o b s er v e d all el e fr e q u e n c y s q u ar e d 

w h er e a s t h e pr o d u ct of e a c h of t h e o b s er v e d all el e s i s c al c ul at e d f or h et er o z y g o u s g e n ot y p e s. T h e l att er 

c a n t h er ef or e a c c o m m o d at e v ari a nt sit e s wit h m ulti pl e all el e s i n a d diti o n t o t h e t y pi c all y e n c o u nt er e d 

bi all eli c  si n gl e n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m s ( S N P s). H e mi z y g oti c v ari ati o n fr o m m al e X -c hr o m o s o m e s ar e 

tr e at e d a s h o m o z y g oti c. W h er e a v ari a nt m a y b e n o v el t o a n i n di vi d u al or a b s e nt fr o m r ef er e n c e d at a b a s e s, 

a  l o w er fr e q u e n c y li mit of 0. 0 0 0 0 1 i s i m p o s e d. T hi s l o w er li mit i s ar bitr aril y s et t o c o n s er v ati v el y r efl e ct t h e 

l o w e st fr e q u e n c y t h at c a n b e o b s er v e d i n t h e l ar g e st c urr e nt r e p o sit or y of h u m a n v ari ati o n, g n o m A D. T h e 

l o g f u n cti o n i s a p pli e d t o u p w ei g ht t h e bi ol o gi c al i m p ort a n c e of r ar e v ari ati o n. 

 
2. 8  A ni m al m et h o d s   

 
2. 8. 1   X e n o p u s m et h o d s  
 
T h e s e m et h o d s w er e p erf or m e d b y Dr A n ni e G o d wi n a n d Pr of e s s or M att G uill e at t h e E ur o p e a n X e n o p u s 

R e s o ur c e C e ntr e at t h e U ni v er sit y of P ort s m o ut h  a n d ar e pr o vi d e d f or r ef er e n c e.  

2. 8. 1. 1   X e n o p u s t r o pi c ali s h u s b a n d r y  

 
T o g e n er at e all f o u n d er a ni m al s, f e m al e X. tr o pi c ali s  w er e pri m e d wit h 1 0 I U H u m a n C h ori o ni c 

G o n a d otr o pi n ( C h or ul o n, I nt er v et) a n d b o o st e d t h e n e xt  m or ni n g wit h 1 0 0I U. E a c h e g g cl ut c h w a s f ertili z e d 

wit h cr y o pr e s er v e d X. tr o pi c ali s s p er m at o z o a. All s u b s e q u e nt d d x 1 7 cri s p a nt g e n er ati o n s  o c c urr e d t hr o u g h 
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n at ur al m ati n g. M al e a n d f e m al e X. tr o pi c ali s w er e pri m e d wit h 1 0 I U H u m a n C h ori o ni c G o n a d otr o pi n a n d 

b o o st e d o n t h e m or ni n g of m ati n g wit h 1 0 0I U  to o bt ai n e m br y o s . F oll o wi n g t h e b o o sti n g d o s e, a ni m al p air s  

w er e pl a c e d i n 1 6 L b u c k et s ( c o nt ai ni n g 8 L  ( 5 0 %) s y st e m w at er), u n d er mi ni m al li g hti n g, at 2 4 o C - 2 5 o C a n d 

l eft t o m at e f or 8-1 0 h o ur s pri or t o e m br y o c oll e cti o n. All b o o st e d  a n d pri m e d  f e m al e s w er e t h e n pl a c e d i n 

a t e m p or ar y fill -a n d -d u m p t a n k c o m pri si n g s y st e m w at er wit h a d diti o n al s alt ( a p pr o xi m at el y 1 . 8 g p er 6 L 

s y st e m w at er) . T h e w at er w a s r e pl a c e d e v er y 2 4 h o ur s, or s o o n er if vi si bl y dirt y. F 1  e m br y o s w er e al w a y s 

o bt ai n e d fr o m g e n eti c all y alt er e d  f e m al e s wit h eit h er wil d-t y p e m al e s ( F1  h et er o z y g o u s cri s p a nt  off s pri n g), 

tr a n s g e ni c m al e s [ Xtr. T g(t u b b 2 b: G F P) A m a y a] R RI D: E X R C _ 3 0 0 1 m al e s ( F 1  h et er o z y g o u s cri s p a nt  

off s pri n g) , or cri s p a nt  m ut a nt m al e s ( F 1  h o m o z y g o u s cri s p a nt  off s pri n g).  

  

X e n o p u s e m br y o s w er e c ult ur e d i n 0. 0 5 X M ar c’ s M o difi e d Ri n g er’ s s ol uti o n at 2 4 - 2 5 o C u n d er 1 3 -1 1 h o ur 

li g ht d ar k c y cl e s i n a fill-a n d -d u m p s et -u p wit h 5 0 % m e di a c h a n g e s e v er y ot h er d a y . T wi c e -d ail y h e alt h 

c h e c k s  w er e al s o p erf or m e d . At fr e e-f e e di n g st a g e s, t a d p ol e s w er e m ai nt ai n e d i n t h e fill-a n d -d u m p s et -u p, 

f e d S er a Mi cr o n o n c e d ail y wit h t wi c e-d ail y 5 0 % m e di a c h a n g e s. At st a g e N F 5 0 ( a c c or di n g t o Ni e u w k o o p 

a n d F a b er ( N F)) 2 5 4  t a d p ol e s w er e r e-h o u s e d wit hi n t h e r e cir c ul ati n g M B K Lt d s y st e m s, u n d er c o n diti o n s  

e q ui v al e nt  t o a d ult a ni m al s b ut wit h a l o wer  w at er fl o w r at e a n d 1 0 0 % r e pl a c e m e nt of w at er e v er y 1 0 d a y s. 

All fr o gl et s  w er e f e d cr u s h e d S kr etti n g H ori z o n 2. 3 m m tr o ut p ell et s t wi c e d ail y (5 d a y s p er w e e k ) a n d o n c e 

d ail y (2 d a y s p er w e e k ). A d ult fr o g s w er e f e d S kr etti n g H ori z o n 2. 3 m m tr o ut p ell et s at l e a st o n c e d ail y 4 

d a y s p er w e e k . J u v e nil e fr o g s u n d er 1 y e ar of a g e w er e f e d e v er y d a y .  

 

2. 8. 1. 2   G e n e r ati n g a n d a n al y si n g c ri s p a nt X e n o p u s t r o pi c ali s  

 
T h e t ar g et r e gi o n s  wit hi n d d x 1 7  a n d h dl b p  w er e  i d e ntifi e d i n X e n b a s e, a n d t h e si n gl e -g ui d e R N A s ( s g R N A s) 

w er e d e si g n e d u si n g v 1 0 of t h e X. tr o pi c ali s  g e n o m e. T w o si n gl e -str a n d e d oli g o n u cl e oti d e t e m pl at e s f or 

s g R N A s y nt h e si s w er e s el e ct e d f or hi g h m ut a g e ni c a cti vit y, mi ni m al pr e di ct e d off -t ar g et e v e nt s2 5 5 , a n d a 

hi g h fr a m e s hift fr e q u e n c y. 2 5 6  F oll o wi n g t h e T a q -b a s e d m et h o d 2 5 7 , si n gl e -str a n d e d oli g o n u cl e oti d e s 

(I n vitr o g e n, U K) c o nt ai ni n g t h e T 7 pr o m ot er w er e a n n e al e d a n d e xt e n d e d wit h t h e u ni v er s al C RI S P R 

oli g o n u cl e oti d e; t hi s t e m pl at e w a s t h e n tr a n s cri b e d wit h a T 7 M e g a s h ort s cri pt kit (I n vitr o g e n, U K). T h e 

r e s ulti n g s g R N A s w er e p urifi e d wit h Si g m a S pi n T M  S e q u e n ci n g R e a cti o n Cl e a n -U p c ol u m n s ( Si g m a -
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Al dri c h), q u a ntifi e d wit h a N a n o Dr o p 1, 0 0 0 s p e ctr o p h ot o m et er ( T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c, L o u g h b or o u g h, 

U K), a n al y s e d  b y a g ar o s e g el el e ctr o p h or e si s, a n d st or e d a s si n gl e -u s e ali q u ot s  at − 8 0 ° C .  

 

A cr o s s all f o u n d er a ni m al  e x p eri m e nt s ( u nl e s s ot h er wi s e st at e d), 6 0 0 p g of e a c h s g R N A w a s c o-i nj e ct e d 

wit h 2. 6 n g C a s 9 pr ot ei n ( S p y c a s 9 N L S, N e w E n gl a n d Bi ol a b s) i nt o a si n gl e -c ell ( u nl e s s ot h er wi s e st at e d) 

X. tr o pi c ali s  e m br y o s. E x p eri m e nt s a n al y si n g  t h e eff e ct of g e n e-e diti n g o n o n e si d e of t h e e m br y o i n cl u d e d 

a n a d diti o n al 0. 4 m g/ m L D e xt r a n T e x a s R e d ( T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c, D 1 8 6 3) tr a c er t o t h e i nj e cti o n 

mi xt ur e. T h e effi ci e n c y of i n d el f or m ati o n w a s a s s e s s e d i n g e n o mi c D N A fr o m cri s p a nt e m br y o s. L y s a t e s 

w er e pr e p ar e d fr o m e m br y o s c oll e ct e d at N F 2 0, N F 4 1 -4 2 a n d fr o m t ail cli p s at N F 4 8 -5 0 b y i n c u b ati o n at 

5 6 ° C f or 2 h o ur s  i n 5 0 m M Tri s, 1 m M E D T A ( Si g m a-Al dri c h), 0. 5 % [ v/ v] T w e e n 2 0 ( Fi s h er S ci e ntifi c), 1 0 0 

μ g/ m L Pr ot ei n a s e K ( p H 8. 5, A m bi o n - T h er m o Fi s h er). Pr ot ei n a s e K w a s i n a cti v at e d f or 1 5 mi n ut e s  at 9 5 o C , 

a n d all s a m pl e s w er e st or e d at -2 0 o C f or u p t o 1 y e ar. P C R a m plifi c ati o n pri m er s of t h e t ar g et r e gi o n w er e 

d e si g n e d wit h Pri m er 3 2 5 8  s oft w ar e a n d B L A S T e d a g ai n st v 1 0 of t h e X . tr o pi c ali s g e n o m e ( X e n b a s e). 

T e m pl at e g D N A s a m pl e s w er e a m plifi e d u si n g G o T a q ® G 2 Gr e e n M a st er Mi x ( Pr o m e g a C or p or ati o n) i n a 

T h er m al C y cl er ( V eriti Pr o T M  T h er m al C y cl er, 9 6 w ell –  A BI). A m pli c o n s fr o m t h e h et er o z y g o u s d d x 1 7  a n d 

h dl b p  m ati n g( s) w er e s cr e e n e d f or m ut a nt s u si n g t h e T 7 e n d o n u cl e a s e I ( T 7 EI, N e w E n gl a n d Bi ol a b s Lt d) 

mi s m at c h d et e cti o n a s s a y pri or S a n g er c o nfir m ati o n . All r e m ai ni n g a m pli c o n s w er e vi s u alis e d b y a g ar o s e 

or p ol y a cr yl a mi d e g el el e ctr o p h or e si s 2 5 9 , c ol u m n p urifi e d ( S m art P ur e P C R P urifi c ati o n Kit, E ur o g e nt e c, 

B el gi u m) a n d S a n g er s e q u e n c e d ( A z e nt a, U K).  

 

2. 8. 1. 3   X e n o p u s w h ol e m o u nt i n sit u h y bri di s ati o n  

 
T o pr e p ar e c D N A fr o m w hi c h t o cl o n e a d d x 1 7  or h dl b p  c R N A pr o b e, 1 0 wil d -t y p e X . tr o pi c ali s e m br y o s 

w er e c oll e ct e d a n d fr o z e n at -8 0 o C i n a st eril e 1. 5 m L mi cr o c e ntrif u g e t u b e. T ot al R N A w a s e xtr a ct e d2 6 0  a n d 

c D N A s y nt h e si s e d u si n g t h e Ultr a S cri pt 2. 0 R e v er s e Tr a n s cri pt a s e Kit ( P C R Bi o s y st e m s) u si n g  t h e 

m a n uf a ct ur er’ s i n str u cti o n s. T h e 3’ t ar g et r e gi o n s  wit hi n d d x 1 7  a n d  h dl b p  w er e  a m plifi e d wit h pri m er s 

d e si g n e d u si n g Pri m er 3. T h e r e s ulti n g pr o d u ct w a s li g at e d i nt o p G E M -T ® e a s y v e ct or s y st e m ( Pr o m e g a), 

tr a n sf or m e d u si n g O n e S h otT M  T O P 1 0 C h e mi c all y C o m p et e nt E. c oli , c ult ur e d, a n d p urifi e d u si n g 

N u cl e o B o n d Xtr a Mi di kit f or tr a n sf e cti o n -gr a d e pl a s mi d D N A ( M A C H E R E Y -N A G E L). T e n μ g of t h e 
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r e s ulti n g pl a s mi d D N A w a s li n e ari s e d o v er 3 h o ur s i n a 5 0 μ L r e a cti o n. R e a cti o n s w er e a cti v at e d b y h e at , 

a n d t h e li n e ari s e d pr o d u ct s w er e p urifi e d wit h Si g m a S pi n T M  S e q u e n ci n g R e a cti o n Cl e a n -U p c ol u m n s 

( Si g m a-Al dri c h). A 5 0 μ L tr a n s cri pti o n r e a cti o n w a s s et -u p a n d i n c u b at e d o v er ni g ht at 3 7 o C  a c c or di n g t o 

Br o a d b e nt a n d R e a d .2 6 0  T h e n e xt  d a y , 1 0 u nit s of R N a s e -fr e e D N a s e I  ( Pr o m e g a C or p or ati o n) w a s a d d e d 

t o t h e r e a cti o n a n d i n c u b at e d f or 1 5 mi n ut e s at 3 7 o C . T h e R N A pr o b e s w er e c ol u m n p urifi e d ( Si g m a S pi nT M  

S e q u e n ci n g R e a cti o n Cl e a n -U p), a n al y s e d  o n a n a g ar o s e g el, q u a ntifi e d, a n d st or e d i n 5 0 0 n g ali q u ot s at -

2 0 o C f oll o wi n g a 1: 1 0 dil uti o n i n h y bri di s ati o n b uff er.  

 

T er mi n all y a n e st h eti s e d e m br y o s/t a d p ol e s w er e fi x e d i n M E M F A ( 0. 1 M M O P S p H 7. 4, 2 m M E G T A, 1 m M 

M g S O 4 , 4 % St a bili z e d F or m al d e h y d e ( A cr o s Or g a ni c s)) f or 1 h o ur at r o o m t e m p er at ur e a n d d e h y dr at e d i n 

1 0 0 % M et h a n ol. F or g e n e e x pr e s si o n a n al y s e s, fi x e d e m br y o s w er e r e h y dr at e d, bl e a c h e d, a c et yl at e d, pr e -

h y bri di s e d a n d h y bri di s e d. 2 6 0  Pr o b e s w er e d et e ct e d wit h a 1 :2 0 0 0 dil uti o n of A nti -Di g o xi g e ni n -A P, F a b 

fr a g m e nt s A nti b o d y ( Si g m a-Al dri c h, i n M A B bl o c ki n g s ol uti o n) a n d t h e c ol o ur  r e a cti o n d e v el o p e d i n Al k ali n e 

P h o s p h at a s e B uff er ( A P: 0. 1 M Tri s p H 9. 0, 5 0 m M M g Cl 2 , 0. 1 M N a Cl, 0. 1 % T w e e n-2 0) c o nt ai ni n g a 1 -i n-4 

dil uti o n of B M P ur pl e ( R o c h e), o v er 3 h o ur s. St ai ni n g w a s fi x e d i n M E M F A f or 3 0 mi n ut e s, e m br y o s w er e 

d e h y dr at e d i n M et h a n ol a n d all o w e d t o r e st at -2 0 o C f or 4 8 h o ur s b ef or e i m a gi n g.  

 
2. 8. 1. 4   P h e n ot y pi c a n al y si s of c ri s p a nt t a d p ol e s  
 
T o e n s ur e bli n di n g, all d at a fr o m a s s a y s p erf or m e d o n  F 1  t a d p ol e s w er e c oll e ct e d  w hil st t h e g e n ot y p e of 

t h e t a d p ol e s w a s u n k n o w n. F or t h e F0  a ni m al s, i m a g e s w er e a n o n y mi s e d a n d t h e n s c or e d bli n d l y b y 

e x p eri e n c e d X e n o p u s  bi ol o gi st s  at t h e E ur o p e a n X e n o p u s R e s o ur c e C e ntr e . T o i d e ntif y a n y gr o s s 

m or p h ol o gi c al diff er e n c e s b et w e e n wil d -t y p e a n d cri s p a nt e m br y o s/t a d p ol e s, a ni m al s w er e a n e st h etis e d i n 

0. 0 2 5 % w/ v n e utr ali s e d tri c ai n e s ol uti o n, fi x e d a n d vi s u all y i n s p e ct e d wit h a n A xi o Z o o m V 1 6 

st er e o mi cr o s c o p e ( Z ei s s, J e n a, G er m a n y) wit h fl u or e s c e n c e f or vi s u ali s i n g G F P-e x pr e s si n g a ni m al s.  

 

Fi x e d e m br y o s f or w h ol e -m o u nt i m m u n o hi st o c h e mi str y w er e st or e d d e h y dr at e d at -2 0 o C f or 2 4 h o ur s pri or 

t o r e h y dr ati o n, bl e a c hi n g a n d i m m u n o st ai ni n g.2 6 0  E m br y o s w er e bl o c k e d i n D o n k e y S er u m, A nti -H N K -1/ N -

C A M m o u s e m o n o cl o n al ( C D 5 7, Si g m a -Al dri c h) w a s u s e d a s t h e pri m ar y a nti b o d y at a 1: 2 0 0 dil uti o n, G o at 

a nti -M o u s e I g M H R P (I n vitr o g e n, T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c) w a s u s e d a s t h e s e c o n d ar y a nti b o d y at a 1: 2 5 0 
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dil uti o n a n d e m br y o s w er e d e v el o p e d i n Pi er c e T M  D A B S u b str at e Kit ( T h er m o Fi s h er S ci e ntifi c). St ai ni n g 

w a s fi x e d i n M E M F A f or 3 0 mi n ut e s wit h e m br y o s d e h y dr at e d i n M et h a n ol a n d all o w e d t o r e st f or 4 8 h o ur s 

at -2 0 o C b ef or e i m a gi n g.  

 

F oll o wi n g i m a g e a n al y si s, g e n o mi c D N A w a s e xtr a ct e d fr o m fi x e d ti s s u e: aft er r e m o v al of t h e e m br y o s fr o m 

fi x ati v e, t h e y w er e w a s h e d 3 ti m e s i n 5 0 m M Tri s, p H 8, 5 m M E D T A, 5 0 m M N a Cl, 0. 5 % S D S ( 2 5 0 ul). T h e 

e m br y o s w er e t h e n pl a c e d i n 2 5 0 ul of t hi s b uff er c o nt ai ni n g 1 5 0 u g Pr ot ei n a s e K a n d i n c u b at e d at 5 5 o C f or 

3 -6 h o ur s. T h e t u b e s w er e mi x e d f or 5 mi n s o n a mi x m at e s h a k er at 1 0 0 0 r p m a n d 5 M N a Cl ( 8 5 ul)  w a s  

a d d e d . Foll o wi n g  a n ot h er 5 mi n ut e s o n t h e s h a k er at 1 0 0 0 r p m , t h e s a m pl e s w er e c e ntrif u g e d at 1 7 0 0 0 g 

f or 7 mi n ut e s. T h e s u p er n at a nt w a s c ar ef ull y r e m o v e d t o a n e w t u b e, 2 0 0 ul of i s o pr o p a n ol a n d 1 0 u g of 

gl y c o g e n w er e a d d e d, t h e t u b e mi x e d b y i n v er si o n si x ti m e s a n d t h e pr e ci pit at e c oll e ct e d b y c e ntrif u g ati o n 

at 1 7 0 0 0 g f or 5 mi n ut e s. Aft er a 7 0 % et h a n ol w a s h , t h e p ell et w a s dri e d a n d r e s u s p e n d e d i n 5 0 ul w at er 

f or a n al y si s. 

 

Q u a ntifi c ati o n of X. tr o pi c ali s  b e h a vi o ur  i n cl u d e d t h e a p pli c ati o n of t hr e e a s s a y s: t h e Fr e e M o v e m e nt 

P att er n ( F M P) Y -M a z e, Li g ht -d ar k tr a n siti o n  a s s a y , a n d X e n o p u s  L o c o m oti o n a s s a y. T h e F M P Y -M a z e t o 

a s s e s s w or ki n g m e m or y w a s c o n d u ct e d a c c or di n g t o I s m ail et al. 2 6 1  wit h t h e e x c e pti o n t h at o ur e x p eri m e nt s 

w er e c o n d u ct e d i n t h e Z a nti k s L T u nit ( Z a nti k s Lt d) i n a cr yli c i n s ert s c o nt ai ni n g 1 6 i d e nti c al Y -M a z e s 

( c o m pri si n g: t hr e e 1 2( W) x 3 5( L) x 1 3( D) m m ar m s a n d a 1 2 x 1 2 x 1 2 m m c e ntr al z o n e). F or t h e Li g ht -

D ar k tr a n siti o n a s s a y, t a d p ol e s w er e pl a c e d i n st a n d ar d 9 2 x 1 6 m m P etri -di s h e s ( S ar st e dt) fill e d wit h 0. 0 5 X 

M M R, c o nt ai ni n g dil ut e b ut e q u all y di stri b ut e d t a d p ol e f o o d mi x. Fil mi n g w a s c o n d u ct e d u si n g i nfr a -r e d, 

e n a bli n g tr a c ki n g of t h e di st a n c e m o v e d b y i n di vi d u al a ni m al s a cr o s s t w o z o n e s ( a n o ut er z o n e 

e n c o m p a s si n g t h e p eri m et er of t h e di s h a n d t h e r e m ai n d er, c e ntr al r e gi o n of t h e p etri -di s h). T a d p ol e s w er e 

tr a n sf err e d i nt o t h e P etri-di s h e s a n d pl a c e d i nt o t h e Z a nti k s L T u nit ( Z a nti k s Lt d) f or a pr etri al ti m e of 6 0 0  

s e c o n d s wit h a 1 0 -s e c o n d a ut o -r ef er e n c e p eri o d f or tr a c ki n g. T h e li g ht s w er e s u b s e q u e ntl y pr o gr a m m e d 

t o t ur n o n a n d off i n 5-mi n ut e ti m e i nt er v al s o v er a 3 0 -mi n ut e p eri o d. D at a fr o m e a c h tri al w a s o ut p ut i n 

t hr e e f or m s: di st a n c e tr a v ell e d ( m m) o v er ti m e ( 1-s e c o n d ti m e bi n s), ti m e s p e nt ( s e c o n d s) i n e a c h z o n e a n d 

a n A VI vi d e o fil e. M K -8 0 1 (( +) -5 -m et h yl -1 0, 1 1 -di h y dr o x y -5 H -di b e n z o( a, d) c y cl o h e pt e n -5, 1 0 -i mi n e]), w a s 
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a p pli e d t o e x a mi n e t h e c o ntri b uti o n of w or ki n g m e m or y a cr o s s t h e tri al wit h t h e c o n c e ntr ati o n a n d d eli v er y 

b a s e d o n Cl e al et al. 2 6 2  Di a z e p a m ( D 0 8 9 9, Si g m a -Al dri c h) w a s a d mi ni st er e d t o e x a mi n e t h e c o ntri b uti o n of 

a n xi et y t o t h e st artl e r e s p o n s e s o b s er v e d a cr o s s t h e tri al. T a d p ol e s w er e pl a c e d i n 1 0 0 m L b e a k er s 

o bt ai ni n g 5 0 m L 0. 0 5 X M M R a n d eit h er D M S O or 2 μ M, 5 μ M, 2 0 μ M, 5 0 μ M or 1 0 0  μ M di a z e p a m, f or 1 

h o ur pri or t o e v al u ati o n i n t h e Z a nti k s u nit. T h e l o w e st a n xi ol yti c d o s e of di a z e p a m, 5 μ M, wit h o ut s e d ati v e 

pr o p erti e s w a s s el e ct e d f or d o w n str e a m w or k. F or t h e X e n o p u s L o c o m oti o n a s s a y, t a d p ol e s w er e pl a c e d 

a s d e s cri b e d a b o v e i n P etri -di s h e s, li g ht s w er e m ai nt ai n e d off a n d t h e di st a n c e m o v e d b y i n di vi d u al a ni m al s 

w a s tr a c k e d o v er a 1 0 -mi n ut e tri al p eri o d (f oll o wi n g a 1 2 0 -s e c o n d pr etri al p eri o d). T h e d at a fr o m e a c h tri al 

w a s o ut p ut i n t w o f or m s: di st a n c e tr a v ell e d ( m m) o v er ti m e ( 1-s e c o n d ti m e bi n s) a n d a n A VI vi d e o fil e.  

 
2. 8. 1. 5   X e n o p u s e x p e ri m e nt al d e si g n a n d st ati sti c al a n al y si s  
 
All p h e n ot y pi n g e x p eri m e nt s p erf or m e d i n f o u n d er a ni m al s w er e r e pli c at e d i n e m br y o s fr o m at l e a st t hr e e 

diff er e nt f e m al e s. S a m pl e si z e e sti m ati o n s w er e c al c ul at e d a pri ori  fr o m pil ot st u di e s p erf or m e d o n 1 6 

u ni nj e ct e d c o ntr ol t a d p ol e s a n d 1 6 cri s p a nt  t a d p ol e s wit h t h e G∗ P o w er s oft w ar e p a c k a g e v er si o n 3. 1. 9. 7.  

St ati sti c al a n al y si s di d n ot a c c o u nt f or e m br y o s or t a d p ol e s eli mi n at e d at s p e cifi c h u m a n e e n d p oi nt s ( e. g. 

n at ur all y o c c urri n g g a str ul ati o n d ef e ct s) a n d all d at a w er e i niti all y s cr e e n e d f or a n o m al o u s p oi nt s, t h o s e 

e x c e e di n g 1. 5 X t h e i nt er q u artil e r a n g e, a n d t h e s e p oi nt s w er e eli mi n at e d. D at a o bt ai n e d d uri n g t h e F M P 

Y -m a z e a s s a y, w a s c o m p ar e d a cr o s s gr o u p s wit h a n a n al y si s of c o v ari a n c e ( A N C O V A) wit h si g nifi c a nt 

eff e ct s a s s e s s e d b y B o nf err o ni’ s  p o st h o c  m ulti pl e c o m p ari s o n t e st  c orr e cti o n . C o nti n u o u s v ari a bl e s 

i n cl u di n g di st a n c e tr a v ell e d i n t h e X e n o p u s l o c o m oti o n a s s a y a n d t a d p ol e h e a d si z e c o m p ari s o n s w er e 

c o m p ar e d b et w e e n wil d -t y p e a n d cri s p a nt gr o u p s wit h t h e i n d e p e n d e nt s a m pl e s t-t e st. Gr o u p e d d at a ar e 

s h o w n a s t h e m e a n. U nl e s s ot h er wi s e st at e d, st ati sti c al si g nifi c a n c e w a s a s f oll o w s: ∗ p < 0. 0 5, ∗ ∗ p < 0. 0 1, 

∗ ∗ ∗ p < 0. 0 0 1 a n d ****p <  0. 0 0 0 1.  

 
 
2. 8. 2   M o u s e m et h o d s  f or d d x 1 7 
 
T h e f oll o wi n g m et h o d s w er e c ur at e d a n d p erf or m e d b y Dr J uli e n C o ur c h et a n d hi s l a b or at or y at t h e 

U ni v er sit y of L y o n a n d ar e pr o vi d e d f or r ef er e n c e.  
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2. 8. 2. 1   A ni m al s  

M o u s e  br e e di n g a n d h a n dli n g w a s p erf or m e d a c c or di n g t o e x p eri m e nt al pr ot o c ol s a p pr o v e d b y t h e 

C E C C A P P Et hi c s c o m mitt e e ( C 2 E A 1 5) of t h e U ni v er sit y of L y o n, a n d i n a c c or d a n c e wit h t h e Fr e n c h a n d 

E ur o p e a n l e gi sl ati o n. F or pri m ar y n e ur o n al c ult ur e s, E 1 5. 5 pr e g n a nt f e m al e S wi s s mi c e w er e u s e d a n d 

p ur c h a s e d fr o m J a n vi er L a b s. F or i n ut er o el e ctr o p or ati o n s, E 1 5. 5 ti m e d -pr e g n a nt F 1  h y bri d mi c e ( 1 2 9 S V/ J 

x C 5 7 B L/ 6 J Rj, h er e aft er t er m e d 1 2 9 B 6 -F 1  mi c e)  w er e u s e d . F e m al e s w er e m ai nt ai n e d i n a 1 2 hr li g ht/ d ar k 

c y cl e a n d br e d o v er ni g ht wit h C 5 7 B L/ 6 J Rj m al e s. N o o n f oll o wi n g br e e di n g w a s c o n si d er e d a s E 0. 5.  

  

2. 8. 2. 2   D N A a n d pl a s mi d s  

E n d ot o xi n -fr e e pl a s mi d D N A w a s o bt ai n e d u si n g t h e M a c h er e y N a g el mi di-pr e p kit a c c or di n g t o t h e 

m a n uf a ct ur er’ s i n str u cti o n s. T h e f oll o wi n g pl a s mi d s w er e u s e d : t h e e m pt y v e ct or p C A G 2, m V e n u s 

e x pr e s si n g v e ct or p S C V 2 2 6 3  a n d t h e c o ntr ol s h R N A v e ct or p L K O. 1. 2 6 4  T w o di sti n ct s h R N A s a g ai n st D D X 1 7 

cl o n e d i n t h e p L K O. 1 v e ct or w er e u s e d ( A d d g e n e pl a s mi d # 1 0 8 7 9; htt p:// n 2t. n et/ a d d g e n e: 1 0 8 7 9; 

R RI D: A d d g e n e _ 1 0 8 7 9). E x pr e s si o n v e ct or s f or wil d -t y p e h u m a n D D X 1 7 wer e  g e n er at e d b y V e ct or B uil d er 

u n d er a C A G pr o m ot er.  

 

2. 8. 2. 2   E x -vi v o c orti c al el e ct r o p o r ati o n a n d pri m a r y n e ur o n al c ult ur e s  

T h e el e ctr o p or ati o n of d or s al t el e n c e p h ali c pr o g e nit or s w a s p erf or m e d b y i nj e cti n g pl a s mi d D N A ( 1 -2 µ g -

µ L of e n d ot o xi n -fr e e pl a s mi d D N A) pl u s 0. 5 % F a st Gr e e n ( Si g m a; 1: 2 0 r ati o) i nt o t h e l at er al v e ntri cl e s of 

t h e br ai n of E 1 5. 5 m o u s e e m br y o s u si n g a Pi c o s prit z er III mi cr oi nj e ct or ( H ar v ar d A p p ar at u s). 2 6 5  

El e ctr o p or ati o n s w er e p erf or m e d o n t h e w h ol e h e a d wit h g ol d -c o at e d el e ctr o d e s ( G e n e P a d s 5 X 7 m m, 

B T X) u si n g a n E C M 8 3 0 el e ctr o p or at or ( B T X) a n d t h e f oll o wi n g p ar a m et er s: 5 p ul s e s of 1 0 0 m s e c l o n g 

p ul s e s, 1 5 0 m s e c i nt er v al s, at 2 0 V. I m m e di at el y aft er el e ct r o p or ati o n, c orti c e s w er e di s s e ct e d i n H a n k’ s 

b uff er e d s alt s ol uti o n ( H B S S) s u p pl e m e nt e d wit h H E P E S ( p H 7. 4, 2. 5 m M), C a Cl 2  ( 1 m M, Si g m a), M g S O4  

( 1 m M, Si g m a), N a H C O 3  ( 4 m M, Si g m a), a n d D-gl u c o s e ( 3 0 m M, Si g m a), h er e aft er r ef err e d t o a s c o m pl et e 

H B S S ( c H B S S). C orti c e s w er e di s s o ci at e d i n c H B S S c o nt ai ni n g p a p ai n ( W ort hi n gt o n, 2 0 U/ m g at l e a st) f or 

1 5 mi n at 3 7 ° C, w a s h e d o n c e i n c H B S S c o nt ai ni n g D N a s e I ( 2. 5 m g/ m L, Si g m a) a n d t h e n w a s h e d 3 ti m e s 

i n c H B S S b ef or e b ei n g m a ni p ul at e d b y trit ur ati o n. C ell s w er e t h e n pl at ed at 1 2 5 0 0 0 c ell s o n 1 2 m m gl a s s 
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c o v er sli p s c o at e d wit h P D L a n d L a mi ni n a n d c ult ur e d f or 5 d a y s i n N e ur o b a s al m e di u m s u p pl e m e nt e d wit h 

B 2 7 ( 1 x), N 2 ( 1 x), Gl ut a m a x ( 2 m M), a n d p e ni cilli n ( 1 0 U/ m L) -str e pt o m y ci n ( 0. 1 m g/ m L).  

 

2. 8. 2. 3  I m m u n o st ai ni n g 

C ell s w er e fi x e d f or 3 0 mi n at r o o m t e m p er at ur e i n 4 % ( w/ v) p ar af or m al d e h y d e i n P B S 1 X a n d w a s h e d 3 

ti m e s i n P B S 1 X. Pri m ar y a nti b o di e s w er e i n c u b at e d o v er ni g ht at 4 ° C i n p er m e a bili s ati o n b uff er ( P B: 0. 1 % 

Trit o n X -1 0 0, 0, 5 % B S A ( Si g m a), i n P B S 1 X). Aft er 3 w a s h e s of 5 mi n ut e s i n 1 x P B S, c o v er sli p s w er e 

i n c u b at e d wit h s e c o n d ar y a nti b o di e s f or 1 hr at r o o m t e m p er at ur e i n P B u n d er a git ati o n. C o v er sli p s w er e 

m o u nt e d o n sli d e s wit h Fl u or o m o u nt G (I n vitr o g e n) a n d fi x e d wit h p oli s h. T h e  f oll o wi n g a nti b o di e s w er e 

u s e d : c hi c k e n a nti-G F P ( R o c kl a n d) ( 1: 2 0 0 0), r a b bit a nti -M A P 2 (I n vitr o g e n) ( 1: 1 0 0 0), m o u s e a nti -S MI 3 1 2 

( bi ol e g e n d) ( 1: 1 0 00). All s e c o n d ar y a nti b o di e s w er e Al e x a -c o nj u g at e d (I n vitr o g e n) a n d u s e d at 1: 2 0 0 0 

dil uti o n. N u cl e ar D N A w a s st ai n e d u si n g H o e c h st d y e ( 1: 5 0 0 0).  

 

2. 8. 2. 4   I n ut e r o c orti c al el e ct r o p o r ati o n 

At E 1 5. 5, i n ut er o c orti c al el e ctr o p or ati o n w a s p erf or m e d o n ti m e d -pr e g n a nt 1 2 9 B 6 -F 1  h y bri d f e m al e s a s 

d e s cri b e d b y M e y er -Dil h et et al .2 6 6  A mi x c o nt ai ni n g 1. 5 µ g/ µ L e n d ot o xi n -fr e e pl a s mi d D N A ( s h R N A 

pl a s mi d: p L K O. 1 or p L K O -s h D D X 1 7 # 1 or p L K O -s h D D X 1 7 # 2 at 1 µ g/ µ L ; m V e n u s c o di n g pl a s mi d p S C V 2 

at 0. 5 µ g/ µ L) pl u s 0. 5 % F a st Gr e e n ( Si g m a, 1: 2 0 r ati o) w a s i nj e ct e d i nt o o n e l at er al h e mi s p h er e of e m br y o s 

u si n g mi cr o c a pill ari e s. El e ctr o p or ati o n w a s p erf or m e d u si n g a n E C M 8 3 0 el e ctr o p or at or ( B T X) wit h 

t w e e z ertr o d e s kit u si n g 4 p ul s e s of 1 0 0 m s e c l o n g p ul s e s, 5 0 0 m s e c i nt er v al s, at 4 2 V t o t ar g et c orti c al 

pr o g e nit or s b y pl a ci n g t h e a n o d e o n t h e si d e of  D N A i nj e cti o n.  

   

2. 8. 2. 5   I m m u n o hi st o c h e mi st r y 

A ni m al s w er e s a crifi c e d at d a y 2 1 p o st n at all y ( P 2 1) b y i ntr a c ar di a c p erf u si o n of 5 m L P B S 1 X f oll o w e d b y 

5 m L of 4 % p ar af or m al d e h y d e ( P F A, El e ctr o n Mi cr o s c o p y S ci e n c e s). T h e n p o st -fi x ati o n i n 4 % P F A 

o v er ni g ht u n d er a git ati o n at 4 ° C, pr ot e ct e d fr o m li g ht t o pr e v e nt fl u or e s c e n c e l o s s. 8 0 µ m t hi c k s e cti o n s 

w er e p erf or m e d u si n g a L ei c a V T 1 0 0 0 S vi br at o m e. Sli c e s w er e i n c u b at e d o v er ni g ht u n d er a git ati o n, at 4 ° C 
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a n d pr ot e ct e d fr o m t h e li g ht, wit h pri m ar y a nti b o di e s ( c hi c k e n a nti -G F P, R o c kl a n d) dil ut e d at 1: 2 0 0 0 i n 

p er m e a bili s ati o n b uff er ( P B). T h e f oll o wi n g d a y, u n d er a git ati o n  at r o o m t e m p er at ur e , 3 w a s h e s i n P B S 1 X 

w er e p erf or m e d f or 1 0 mi n, f oll o w e d b y i n c u b ati o n of sli c e s i n s e c o n d ar y a nti b o d y c o nt ai ni n g  P B f or 1 hr 

( G o at a nti-c hi c k e n a nti b o d y, Al e x a 4 8 8, 1: 2 0 0 0, lif e t e c h n ol o g y). N u cl e ar D N A w a s st ai n e d u si n g H o e c h st 

d y e ( 1: 5 0 0 0). Sli c e s w er e m o u nt e d wit h 8 0 µ L of Fl u or o m o u nt G (I n vitr o g e n) a n d t h e n fi x e d wit h p o li s h. 

  

2. 8. 2. 6   I m a g e a c q ui siti o n 

C o nf o c al i m a g e s w er e a c q uir e d i n 1 0 2 4 x 1 0 2 4 m o d e wit h a Ni k o n Ti -E mi cr o s c o p e e q ui p p e d wit h t h e C 2 

l a s er s c a n ni n g c o nf o c al mi cr o s c o p e u si n g t h e Ni k o n s oft w ar e NI S-El e m e nt ( Ni k o n). T h e f oll o wi n g o bj e cti v e 

l e n s e s ( Ni k o n) w er e u s e d : x 1 0 Pl a n A p o; N A 0. 4 5 f or br ai n sli c e s a n d x 2 0 Pl a n A p o V C; N A 0. 7 5 f or c ell 

c ult ur e s. T h e p ar a m et er s ( g ai n a n d l a s er p o w er) of t h e c o nf o c al d et e ct or w er e a d a pt e d t o e a c h e x p eri m e nt 

t o m a xi mis e si g n al w hil e a v oi di n g s at ur at e d pi x el s a n d t h u s r e m ai n i n t h e q u a ntit ati v e r a n g e. F or i n vitr o 

e x p eri m e nt s, r e pr e s e nt ati v e n e ur o n s w er e i s ol at e d fr o m t h e r e st of t h e i m a g e u si n g I m a g e J. C o ntr a st w a s 

e n h a n c e d a n d t h e b a c k gr o u n d ( a ut ofl u or e s c e n c e of n o n -tr a n sf e ct e d n e ur o n s i n c ult ur e) r e m o v e d f or b ett er 

ill u str ati o n of a x o n m or p h ol o g y. 

  

2. 8. 2. 7   Q u a ntifi c ati o n s a n d st ati sti c al a n al y s e s  

St ati sti c al a n al y s e s w er e p erf or m e d u si n g Pri s m ( Gr a p h P a d S oft w ar e). St ati sti c al t e st s a n d n u m b er of 

r e pli c at e s ar e i n di c at e d i n fi g ur e l e g e n ds . F or a x o n al m or p h o g e n e si s e x p eri m e nt s, l ar g e fi el d a c q ui siti o n of 

n e ur o n al c ult ur e s w a s p erf or m e d (t y pi c all y a 4 x 4 tili n g s c a n u si n g a 2 0 x o bj e cti v e). All n e ur o n s o n t h e 

r e c o n stit ut e d i m a g e w er e q u a ntifi e d; a x o n l e n gt h a n d n u m b er of br a n c h e s w er e m e a s ur e d wit h t h e Ni k o n 

NI S El e m e nt s s oft w ar e. A x o n s s h ort er t h a n 1 0 0 µ m a n d br a n c h e s u n d er 5 µ m w er e n ot c o u nt e d.  

Q u a ntif i c ati o n s w er e p erf or m e d bli n d t o e x p eri m e nt al c o n diti o n. N e ur o n al mi gr ati o n f oll o wi n g i n ut er o 

el e ctr o p or ati o n s w a s q u a ntifi e d u si n g i m a g e J. 2 6 7  TI F fil e s  w er e u s e d t o d et e ct  t h e x, y c o or di n at e s of t h e 

s o m a of el e ctr o p or at e d n e ur o n s u si n g t hr e s h ol d s . T h e b o u n d ari e s of t h e c ort e x ( v e ntri c ul ar z o n e a n d pi al 

s urf a c e) w er e d et er mi n e d wit h t h e P at h writ er pl u gi n fr o m I m a g e J. T h e c o or di n at e s f or e a c h d et e ct e d 

n e ur o n s w er e c o n v ert e d a s a p er c e nt a g e  mi gr ati o n o n a v e ntri c ul ar z o n e t o pi al s urf a c e a xi s u si n g E x c el. 

N e ur o n s w er e q u a ntifi e d i n bi n s c orr e s p o n di n g t o 1 0 % mi gr ati o n ( 1 0 bi n s t ot al). F or a x o n pr oj e cti o n s, G F P 
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i nt e n sit y w a s m e a s ur e d i n t h e i p sil at er al a n d c o ntr al at er al r e gi o n s of t h e c ort e x.2 6 4  Bri efl y, t h e R OI f u n cti o n 

of NI S A R el e m e nt w a s u s e d t o m e a s ur e si g n al i nt e n sit y i n t h e i p sil at er al c ort e x. A v er a g e m e a s ur e m e nt s  

w er e r e c or d e d of 5 R OI s i n t h e l a y er 5 pl e x u s, i n t h e c or p u s c all o s u m , a n d i n a r e gi o n wit h o ut si g n al 

( b a c k gr o u n d). Aft er b a c k gr o u n d s u btr a cti o n , l a y er 5 si g n al w a s n or m alis e d t o t h e c or p u s c all o s u m si g n al, 

t o n or m alis e a x o n pl e x u s t o t h e i nt e n sit y of el e ctr o p or ati o n. F or t h e c o ntr al at er al c ort e x, t h e i nt e n sit y pr ofil e 

f u n cti o n of t h e NI S A R el e m e nt w a s u s e d t o m e a s ur e t h e fl u or es c e n c e i nt e n sit y of a x o n al pr oj e cti o n o n t h e 

c o ntr al at er al si d e al o n g t h e si x l a y er s of t h e c ort e x. A v er a g e si g n al i n t h e c or p u s c all o s u m w a s u s e d t o 

n or m ali s e G F P si g n al t o t h e i nt e n sit y of el e ctr o p or ati o n.  

 
 

2. 9  R N A -s e q m et h o d s   

 
T h e f oll o wi n g m et h o d s w er e p erf or m e d b y Dr C yril B o ur g e oi s  a n d hi s l a b or at or y at t h e U ni v er sit y of L y o n 

a n d ar e pr o vi d e d f or r ef er e n c e.  

 
2. 9. 1   C ell c ult ur e a n d tr a n sf e cti o n  

H u m a n S H -S Y 5 Y n e ur o bl a st o m a c ell s ( E C A C C # 9 4 0 3 0 3 0 4) w er e gr o w n a n d tr a n sf e ct e d wit h 6 0 n M of a 

mi xt ur e of 2 diff er e nt si R N A a g ai n st D D X 1 7 ( M er c k-Milli p or e), u si n g Li p of e ct a mi n e R N Ai M a x 

( T h er m o Fi s h er), a s r e c o m m e n d e d b y t h e m a n uf a ct ur er. C ell s w er e h ar v e st e d 4 8 h o ur s aft er tr a n sf e cti o n.  

2. 9. 2   Pr ot ei n a n d R N A a n al y si s  

Pr ot ei n e xtr a cti o n w a s c arri e d o ut a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d. 2 6 8  T ot al R N A w er e i s ol at e d u si n g Tri P ur e 

I s ol ati o n R e a g e nt ( R o c h e) a n d a n al y s e d b y r e v er s e tr a n s cri pti o n a n d q P C R.2 6 9  

2. 9. 3   R N A -s e q a n d G e n e O nt ol o g y a n al y s e s  

Dir e cti o n al R N A li br ari e s w er e pr e p ar e d fr o m t ot al R N A aft er r e m o v al of ri b o s o m al R N A (l n c R N A li br ar y, 

N o v o g e n e). Hi g h t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g of 1 5 0 b p p air e d -e n d r e a d s w a s p erf or m e d  o n a n Ill u mi n a 

N o v a s e q 6 0 0 0 pl atf or m ( N o v o g e n e), g e n er ati n g at l e a st 2 4 Gi g a b a s e s of r a w d at a p er s a m pl e, f or a n 

a v er a g e n u m b er of 7 5 milli o n m at c h e d p air s of r e a d s p er s a m pl e. R a w r e a d s w er e pr e -pr o c e s s e d u si n g 

f a st p2 7 0  a n d m a p p e d t o t h e h u m a n r ef er e n c e g e n o m e ( h g 3 8) u si n g HI S A T 2. 2 7 1  M a p p e d r e a d s w er e filt er e d 
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u si n g S A Mt o ol s 2 7 2  a n d t h e n u m b er of r e a d s p er g e n e w a s c o u nt e d u si n g H T S e q. 2 7 3  Diff er e nti al g e n e 

e x pr e s si o n a n al y si s w a s c arri e d o ut u si n g  t h e D E S e q 22 7 4  p a c k a g e . P ar a m et er s f or diff er e nti al e x pr e s si o n: 

P -v al u e < 0. 0 5, [l o g 2( F C)] ≥ 0. 5 0 a n d b a s e m e a n ≥ 1 0. G e n e o nt ol o g y a n d g e n e -s et e nri c h m e nt a n al y s e s 

w er e p erf or m e d  u si n g t h e S hi n y G O 0. 7 6. 3 w e b i nt erf a c e. 2 7 5  1 3 8 8 6 g e n e I D s t h at pr e s e nt e d a n a v er a g e 

n or m ali s e d r e a d c o u nt ≥ 1 0 0 i n t h e c o ntr ol c o n diti o n w er e u s e d  a s a  b a c k gr o u n d li st of g e n e s, . T h e c o m pl et e 

li st s of e nri c h e d bi ol o gi c al pr o c e s s e s ar e pr o vi d e d i n S u p pl e m e nt ar y D at a s et  S D 1 . 

 
2. 9. 4   R e a g e nt s  
 

2. 9. 4. 1   si R N A ( M e r c k -Milli p o r e)  

Si Ctrl : C G U A C G C G G A A U A C U U C G A[ d T][ d T] 

si D D X 1 7 -# 1 : U C A U G C A G A U U A G U U A G A A[ d T][ d T] 

si D D X 1 7 -# 2 : C A G C A G A C U U A A U U A C A U U[ d T][ d T]   

2. 9. 4. 2   A nti b o di e s  

A nti -D D X 1 7 : r a b bit p ol y cl o n al, # a b 2 4 6 0 1 ( A b c a m)  

A nti -β -t u b uli n: r a b bit p ol y cl o n al, # 2 1 4 6 ( C ell Si g n alli n g  T e c h n ol o g y)  
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T A B L E 2 .6  | P RI M E R S F O R Q P C R  

G e n e  F or w ar d pri m er  R e v er s e pri m er  

G A P D H  C T A T A A A T T G A G C C C G C A G C  A G A A G A T G C G G C T G A C T G T C  

R P H 3 A  C A T C A A C A G G G T G A T T G C T C G A  C C T C A T G T T T T C T A G G C G G T C C  

P L X N A 4  C T G G C T C A A G G T G A A G G A C A T C  C C A G G C C A C A G A A G T T A T C G T C  

S D K 2  C G C T A C A T T C T G G A G A T G T C G G  T T T G C T G A A C T G T C C T T T C C C C  

M S X 2  G C C T C G G T C A A G T C G G A A A A T T  G G T C T T G T G T T T C C T C A G G G T G  

C E L F 2  A T C A G T C T C A G A C C A T G G A G G G  C G C C T T T G C T C T T T G T C C T T C T  

B T G 2  C A G A G G C T T A A G G T C T T C A G C G  A C C A G T G G T G T T T G T A G T G C T C  

P L X N A 2  G T G T C A G A A C A G C T C G T A C C A G  A G G T C C T G A G G G T T G T C A A T G A  

I L 1 1 G A C C A C A A C C T G G A T T C C C T G  C T C C A G G G T C T T C A G G G A A G A  

N R P 1  A C G A A A C A C A T G G T G C A G G A T T  A T C C G G G G G A C T T T A T C A C T C C  

C U X 2  A A T T G A A C T C C G C C G G G A A T T T  T A C A G G A G C C A C C A T C T C T C T G  

N E U R O G 2  C A C A G G C C A A A G T C A C A G C A A  C T C C A A G G T C T C G G A T T T G A C G  

D R G X  T T G A T G A C G G G T T T C T G C G T A G  T T T C A T G G C G A G C T C T T C T C T G  

R E T  G C C G T G A A G A T G C T G A A A G A G A  T G C T T C A G G A C G T T G A A C T C T G  

S E M A 6 A  G C C G A T G T A G A C A C A T G C A G A A  G C A G G A A G G G T T G A A G G C A T T A  

M A P T  G T T G G G G G A C A G G A A A G A T C A G  G T C T C C A A T G C C T G C T T C T T C A  

P B X 1  T C T A C C A T A C G G A G C T G G A G A A  C A G G A G A T T C A T C A C G T G G G T G  

L R P 4  C A G A T G G C A G C A T G A G A A C A G T  C A G T C C A A T A C A T G T A C C C G C C  

S E M A 6 D  G G A T C T G C C C T T C G C A C A A T A A  A T G G C A T G A A G A A A G T G T G G C T  

L R R K 2  A G A A A C G C T G G T C C A A A T C C T G  C A A G A C G A T C A A C A G A G G C A C A  

N O N O  A A A G C T C T G G A C A G A T G C A G T G  T C A T C T A A C T G G T C C A T G G G C T  

R A R B  T T G C T A A A C G T C T G C C T G G T T T  T C G A T T T A G G G T A A G G C C G T C T  

U N C 5 D  G G C C A G C C A T G C A G A T A T T C T T  G A C C T T C A A A C C T G A G C T C T C G  

C B F A 2 T 3  A C A T C T G G A G G A A G G C T G A A G A  C T T T C T G C A G C T C C G A C A T G G  

R E E P 1  T A T T T G G C A C C C T T T A C C C T G C  T G T G A A T G T C T C T G C T G T G G T G  

T G F B 3  C A G A G G A T C G A G C T C T T C C A G A  A T T C T T G C C A C C G A T A T A G C G C  

M Y C N  G A C T G T A G C C A T C C G A G G A C  C A C A G T G A C C A C G T C G A T T T  

G P C 3  T C C A G C C G A A G A A G G G A A C T A A  A T T C C A G C A A A G G G T G T C G T T T  

N A N O S 1  C G C T C T A C A C C A C C C A T A T C C T  G A G A G C G G G C A G T A C T T G A T G  
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2. 1 0 A C M G -A M P  g ui d eli n e s f or t h e cl a s sifi c ati o n of v ari a nt 
p at h o g e ni cit y  
 

T h e A m eri c a n C oll e g e of M e di c al G e n eti c s a n d G e n o mi c s a n d t h e A s s o ci ati o n f or M ol e c ul ar P at h ol o g y 

( A C M G-A M P ) h a v e d e v el o p e d g ui d a n c e f or t h e i nt er pr et ati o n of s e q u e n ci n g d at a. 2 7 6  T h e s e g ui d eli n e s 

c o m pri s e s et s of r ul e s t o h el p cl a s sif y v ari a nt s i nt o 5 c at e g ori e s: p at h o g e ni c; li k el y p at h o g e ni c; u n c ert ai n 

si g nifi c a n c e; li k el y b e ni g n; a n d b e ni g n.  

 

V ari a nt s i d e ntifi e d fr o m s e q u e n ci n g st u di e s ( w h et h er t h at i s i n a r e s e ar c h or cli ni c al s etti n g) s h o ul d b e 

c ur at e d a g ai n st A C M G -A M P g ui d eli n e s. V ari a nt s t h at m e et t h e t hr e s h ol d f or ‘ p at h o g e ni c’ or ‘li k el y 

p at h o g e ni c’ ar e d e e m e d cli ni c all y r e p ort a bl e. T h e g ui d eli n e s ar e a c o m pl e x fr a m e w or k i n v ol vi n g t h e 

s y nt h e si s of m ulti pl e l e v el s of e vi d e n c e i n s u p p ort or n ot i n s u p p ort of p at h o g e ni cit y ( T a bl e 2. 7 a n d 2. 8 ).
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T A B L E 2 .7  | S Y N T H E SI SI N G E VI D E N C E O F P A T H O G E NI CI T Y  

  B e ni g n crit eri a  P at h o g e ni c crit eri a  

Str e n gt h of e vi d e n c e  Str o n g  S u p p orti n g  S u p p orti n g  M o d er at e  Str o n g  V er y Str o n g  

O d d s of p at h o g e ni cit y  -1 8. 7  -2. 0 8  2. 0 8  4. 3 3  1 8. 7  3 5 0  

E vi d e n c e c at e g or y 

a n d c orr e s p o n di n g 

A C M G -A M P 

c o d e s  

P o p ul ati o n D at a  B A 1, B S 1, B S 2    P M 2  P S 4   

All eli c E vi d e n c e & C o -

s e gr e g ati o n D at a  
B S 4  B P 2, B P 5  P P 1  

P P 1  P P 1  
 

P M 3, P M 6  P S 2  

C o m p ut ati o n al & 

Pr e di cti v e d at a  
 

B P 1, B P 3, 

B P 4, B P 7  
P P 2, P P 3  

P M 1, P M 4, 

P M 6  
P S 1  P V S 1  

F u n cti o n al D at a  B S 3     P S 3   

Ot h er   B P 6  P P 4, P P 5     

Fi g ur e a d a pt e d fr o m Str a n d e et al. 2 7 7  A C M G -A M P g ui d eli n e s u s e e vi d e n c e c o d e s t o cl a s sif y s e q u e n c e d at a b y d at a t y p e a n d str e n gt h. T h e fir st l ett er of t h e e vi d e n c e c o d e 

c orr e s p o n d s t o w h et h er t h e e vi d e n c e s u p p ort s a p at h o g e ni c ( P) or b e ni g n ( B) cl a s sifi c ati o n. T h e s e c o n d l ett er c orr e s p o n d s t o t h e r el ati v e str e n gt h: V S –  v er y str o n g; S –  str o n g; M –  

m o d er at e; P –  s u p p orti n g. O d d s of p at h o g e ni cit y a s s u m e a pri or pr o b a bilit y of 0. 1.  
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T A B L E 2 .8  | E VI D E N C E C O D E S U S E D I N T H E A C M G -A M P  G UI D E LI N E S  

   R ul e  

P
at

h
o

g
e

ni
c

 

V er y str o n g  P V S 1  
N ull v ari a nt ( n o n s e n s e, fr a m e s hift, c a n o ni c al ± 1 or 2 s pli c e sit e s, i niti ati o n c o d o n, si n gl e or m ulti e x o n d el eti o n) i n a g e n e w h er e l o s s-of -f u n cti o n i s a k n o w n 

m e c h a ni s m of di s e a s e  

Str o n g  

P S 1  S a m e a mi n o a ci d c h a n g e a s a pr e vi o u sl y e st a bli s h e d p at h o g e ni c v ari a nt r e g ar dl e s s of n u cl e oti d e c h a n g e  

P S 2  D e n o v o  ( b ot h m at er nit y a n d p at er nit y c o nfir m e d) i n a p ati e nt wit h t h e di s e a s e a n d n o f a mil y hi st or y  

P S 3  W ell -e st a bli s h e d i n vitr o or i n vi v o f u n cti o n al st u di e s s u p p orti v e of a d a m a gi n g eff e ct o n t h e g e n e or g e n e pr o d u ct 

P S 4  T h e pr e v al e n c e of t h e v ari a nt i n aff e ct e d i n di vi d u al s i s si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d c o m p ar e d wit h t h e pr e v al e n c e i n c o ntr ol s  

P P 1 ( str o n g)  C o -s e gr e g ati o n wit h di s e a s e i n m ulti pl e aff e ct e d f a mil y m e m b er s i n a g e n e d efi niti v el y k n o w n t o c a u s e t h e di s e a s e  

M o d er at e  

P M 1  L o c at e d i n a m ut ati o n al h ot s p ot a n d/ or criti c al a n d w ell -e st a bli s h e d f u n cti o n al d o m ai n ( e. g., a cti v e sit e of a n e n z y m e) wit h o ut b e ni g n v ari ati o n  

P M 2  A b s e nt fr o m c o ntr ol s ( or at e xtr e m el y l o w fr e q u e n c y if r e c e s si v e) i n p o p ul ati o n d at a b a s e s  

P M 3  F or r e c e s si v e di s or d er s, d et e ct e d i n tr a n s wit h a p at h o g e ni c v ari a nt  

P M 4  Pr ot ei n l e n gt h c h a n g e s a s a r e s ult of i n -fr a m e d el eti o n s/i n s erti o n s i n a n o nr e p e at r e gi o n or st o p -l o s s v ari a nt s 

P M 5  N o v el mi s s e n s e c h a n g e at a n a mi n o a ci d r e si d u e w h er e a diff er e nt mi s s e n s e c h a n g e d et er mi n e d t o b e p at h o g e ni c h a s b e e n s e e n b e f or e 

P M 6  A s s u m e d d e n o v o , b ut wit h o ut c o nfir m ati o n of p at er nit y a n d m at er nit y  

P P 1 ( M o d er at e)  C o -s e gr e g ati o n wit h di s e a s e i n m ulti pl e aff e ct e d f a mil y m e m b er s i n a g e n e d efi niti v el y k n o w n t o c a u s e t h e di s e a s e  

S u p p orti n g  

P P 1  C o -s e gr e g ati o n wit h di s e a s e i n m ulti pl e aff e ct e d f a mil y m e m b er s i n a g e n e d efi niti v el y k n o w n t o c a u s e t h e di s e a s e  

P P 2  Mi s s e n s e v ari a nt i n a g e n e t h at h a s a l o w r at e of b e ni g n mi s s e n s e v ari ati o n a n d i n w hi c h mi s s e n s e v ari a nt s ar e a c o m m o n m e c h a ni s m of di s e a s e  

P P 3  M ulti pl e li n e s of c o m p ut ati o n al e vi d e n c e s u p p ort a d el et eri o u s eff e ct o n t h e g e n e or g e n e pr o d u ct ( c o n s er v ati o n, e v ol uti o n ar y, s pli ci n g i m p a ct,  et c.)  

P P 4  P ati e nt’ s p h e n ot y p e or f a mil y hi st or y i s hi g hl y s p e cifi c f or a di s e a s e wit h a si n gl e g e n eti c a eti ol o g y  

P P 5  R e p ut a bl e s o ur c e r e c e ntl y r e p ort s v ari a nt a s p at h o g e ni c, b ut t h e e vi d e n c e i s n ot a v ail a bl e t o t h e l a b or at or y t o p erf or m a n i n d e p e n d e nt e v al u ati o n  

B
e

ni
g

n
 

S u p p orti n g  

B P 1  Mi s s e n s e v ari a nt i n a g e n e f or w hi c h pri m aril y tr u n c ati n g v ari a nt s ar e k n o w n t o c a u s e di s e a s e  

B P 2  O b s er v e d i n tr a n s wit h a p at h o g e ni c v ari a nt f or a f ull y p e n etr a nt d o mi n a nt g e n e/ di s or d er or o b s er v e d i n ci s wit h a p at h o g e ni c v ari a nt i n a n y i n h erit a n c e p att er n  

B P 3  I n-fr a m e d el eti o n s/i n s erti o n s i n a r e p etiti v e r e gi o n wit h o ut a k n o w n f u n cti o n 

B P 4  M ulti pl e li n e s of c o m p ut ati o n al e vi d e n c e s u g g e st n o i m p a ct o n g e n e or g e n e pr o d u ct ( c o n s er v ati o n, e v ol uti o n ar y, s pli ci n g i m p a ct, et c.)  

B P 5  V ari a nt f o u n d i n a c a s e wit h a n alt er n at e m ol e c ul ar b a si s f or di s e a s e  

B P 6  R e p ut a bl e s o ur c e r e c e ntl y r e p ort s v ari a nt a s b e ni g n, b ut t h e e vi d e n c e i s n ot a v ail a bl e t o t h e l a b or at or y t o p erf or m a n i n d e p e n d e nt e v al u ati o n  

B P 7  
A s y n o n y m o u s v ari a nt f or w hi c h s pli ci n g pr e di cti o n al g orit h m s pr e di ct n o i m p a ct t o t h e s pli c e c o n s e n s u s s e q u e n c e n or t h e cr e a ti o n of a n e w s pli c e sit e A N D t h e 

n u cl e oti d e i s n ot hi g hl y c o n s er v e d  

Str o n g  

B S 1  All el e fr e q u e n c y i s gr e at er t h a n e x p e ct e d f or di s or d er  

B S 2  
O b s er v e d i n a h e alt h y a d ult i n di vi d u al f or a r e c e s si v e ( h o m o z y g o u s), d o mi n a nt ( h et er o z y g o u s), or X -li n k e d ( h e mi z y g o u s) di s or d er, wit h f ull p e n etr a n c e e x p e ct e d 

at a n e arl y a g e  

B S 3  W ell -e st a bli s h e d i n vitr o or  i n vi v o f u n cti o n al st u di e s s h o w n o d a m a gi n g eff e ct o n pr ot ei n f u n cti o n or s pli ci n g 

B S 4  L a c k of s e gr e g ati o n i n aff e ct e d m e m b er s of a f a mil y  

B A 1  All el e fr e q u e n c y i s > 5 % i n p o p ul ati o n d at a s et s 

 

O n c e e vi d e n c e i s g at h er e d, v ari a nt s c a n b e cl a s sifi e d i nt o t h eir r e s p e cti v e cl a s sifi c ati o n ( T a bl e 2. 9 ).2 7 6  

 

 
 
 



El e a n or G. S e a b y   | M et h o d s 

    

P a g e 1 2 3  of 3 5 6  

 

T A B L E 2 .9  | C O M BI NI N G C RI T E RI A T O C L A S SI F Y V A RI A N T S  

P at h o g e ni c  Li k el y P at h o g e ni c  Li k el y B e ni g n  B e ni g n  

1.  1 V er y Str o n g ( P V S 1) A N D  

   a.  ≥ 1 Str o n g ( P S 1 – P S 4) O R  

   b.  ≥ 2 M o d er at e ( P M 1 – P M 6) O R  

   c.  1 M o d er at e ( P M 1 – P M 6) a n d 1 

S u p p orti n g ( P P 1 – P P 5) O R  

   d.  ≥ 2 S u p p orti n g ( P P 1 – P P 5)  

2.  ≥ 2 Str o n g ( P S 1 – P S 4) O R  

3.  1 Str o n g ( P S 1 – P S 4) A N D  

   a.  ≥ 3 M o d er at e ( P M 1 – P M 6) O R  

   b.  2 M o d er at e ( P M 1 – P M 6) A N D  ≥ 2 

S u p p orti n g ( P P 1 – P P 5) O R  

   c.  1 M o d er at e ( P M 1 – P M 6) A N D  ≥ 4 

S u p p orti n g ( P P 1 – P P 5)  

1.  1 V er y Str o n g ( P V S 1) A N D  1 M o d er at e 

( P M 1– P M 6) O R  

2.  1 Str o n g ( P S 1 – P S 4) A N D  1 – 2 

M o d er at e ( P M 1 – P M 6) O R  

3.  1 Str o n g ( P S 1 – P S 4) A N D  ≥ 2 

S u p p orti n g ( P P 1 – P P 5) O R  

4.  ≥ 3 M o d er at e ( P M 1 – P M 6) O R  

5.  2 M o d er at e ( P M 1 – P M 6) A N D  ≥ 2 

S u p p orti n g ( P P 1 – P P 5) O R  

6.  1 M o d er at e ( P M 1 – P M 6) A N D  ≥ 4 

S u p p orti n g ( P P 1 – P P 5)  

1. 1 Str o n g ( B S 1 – B S 4) a n d 1 S u p p orti n g 

( B P 1– B P 7) O R  

2. ≥ 2 S u p p orti n g ( B P 1 – B P 7)  

1.  1 St a n d -Al o n e ( B A 1) O R  

2.  ≥ 2 Str o n g ( B S 1 – B S 4)  

R ul e s f or cl a s sif yi n g v ari a nt s. If ot h er crit eri a ar e u n m et or t h er e i s c o ntr a di ct or y e vi d e n c e, t h e v ari a nt s h o ul d b e cl a s sif i e d a s a v ari a nt of u n c ert ai n si g nifi c a n c e. 
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2. 1 1 H D L B P bi n di n g m et h o d s  
 

T h e s e m et h o d s w er e p erf or m e d  b y I g or Mi ni a a n d ar e m a d e a v ail a bl e f or r ef er e n c e.  
 

2. 1 1. 1   Pr ot ei n e x pr e s si o n a n d p urifi c ati o n  
 

Fr a g m e nt s of h u m a n H D L B P , c o m pri si n g K H d o m ai n s 5 - 9 w er e e x pr e s s e d i n E. c oli  R o s ett a D E 3 str ai n . 

T hr e e  m ut a nt s of t h e s a m e H D L B P fr a g m e nt ( si n gl e a mi n o a ci d s u b stit uti o n s  I 4 7 1 V a n d R 6 7 7 H) c arr yi n g 

a n  N -t er mi n al G S T-t a g w er e al s o e x pr e s s e d i n E. c oli . T h e st art er c ult ur e w a s i n o c ul at e d fr o m a fr o z e n 

gl y c er ol st o c k of b a ct eri al c ell c ult ur e s tr a n sf or m e d wit h t h e af or e m e nti o n e d a s s e m bl e d pr ot ei n s i n 1 0 m L 

of L B m e di a, c o nt ai ni n g 1 0 0 u g/ m L a m pi cilli n a n d i n c u b at e d at 3 7 ° C o v er ni g ht  wit h s h a ki n g . A t ot al of 1 0 

m L of e a c h st art er c ult ur e w a s  r a pi dl y c e ntrif u g e d t o p ell et t h e c ult ur e . T h e p ell et w a s t h e n a d d e d i nt o 8 L 

of L B c o nt ai ni n g 1 0 0 μ g/ m L a m pi cilli n a n d i n c u b at e d at 3 7 ° C wit h s h a ki n g at 2 0 0 r p m. E v er y 3 0 mi n ut e s , 

t h e O D 6 0 0 w a s c h e c k e d u ntil it r e a c h e d 0. 6 w h e n all c ult ur e s w er e i n d u c e d wit h 0. 5 m M I P T G. T h e 

c ult ur e s w er e gr o w n f or a n ot h er 3 h o ur s. B a ct eri al c ult ur e s w er e h ar v e st e d b y c e ntrif u g ati o n at 5 0 0 0 g f or 

1 0 mi n ut e s. T h e s u p er n at a nt w a s r e m o v e d , a n d t h e c ell p ell et w a s w a s h e d wit h P B S, c e ntrif u g e d f or 1 0 

mi n ut e s  at 5 0 0 0 g . T h e s u p er n at a nt w a s t h e n di s c ar d e d a n d t h e c ell p ell et w a s fl a s h fr o z e n a n d st or e d  at 

- 8 0 ° C u ntil f urt h er u s e. T h e p ell et w a s t h a w e d o n i c e f or 1 5 mi n a n d r e s u s p e n d e d i n 1 0 × v ol u m e s of t h e 

B a ct eri al L y si s B uff er ( 5 0 m M Tri s -H Cl, p H 7. 8, 5 0 0 m M N a Cl, 4 m M M g Cl 2 , 0. 5 m M T C E P, 1 m M P M S F). 

T h e c ell s w er e l y s e d b y 8 fr e e z e -a n d -t h a w c y cl e s a n d s o ni c at e d o n i c e t o s h e ar r el e a s e d D N A b y t e n 

c y cl e s of 3 0 s e c o n d b ur st s wit h 3 0 s e c o n d c o oli n g i nt er v al s ( a m plit u d e 9 0 %). T h e r e s ulti n g cr u d e e xtr a ct s 

w er e cl arifi e d b y c e ntrif u g ati o n at 4 8 0 0 0 g f or 4 5 mi n at 4 ° C. T h e e x p r e s s e d G S T-f u si o n pr ot ei n w a s 

p urifi e d i n a b at c h m o d e wit h Pi er c e Gl ut at hi o n e M a g n eti c A g ar o s e B e a d s ( T h er m o S ci e ntifi c) a c c or di n g 

t o t h e m a n uf a ct ur er' s i n str u cti o n s. T h e p urifi e d pr ot ei n c o n c e ntr ati o n s w er e d et er mi n e d wit h N a n o dr o p b y 

dil uti n g t h e pr ot ei n s a m pl e i n a st or a g e b uff er ( 5 0 0 m M s o di u m c hl ori d e, 5 0 m M s o di u m p h o s p h at e p H 

7. 5) a n d r e c or di n g a n a b s or b a n c e s p e ctr u m fr o m 3 4 0 –  2 2 0 n m. A b s or b a n c e at 2 8 0 n m w a s c orr e ct e d b y 

s u btr a cti n g t h e b a c k gr o u n d a b s or b a n c e at 3 2 0 n m a n d c o n v ert e d t o a c o n c e ntr at i o n u si n g a m ol ar 

e xti n cti o n c o effi ci e nt of 5 3 2 9 0 M -1 c m -1 . T h e p urifi e d pr ot ei n s w er e fl a s h-fr o z e n wit h li q ui d nitr o g e n a n d 

st or e d at − 8 0 ° C u ntil f urt h er u s e. T h e i d e ntit y of t h e e x pr e s s e d H D L B P fr a g m e nt s w er e t h e n f urt h er 

c o nfir m e d b y W e st er n bl ot a n d S D S -P A G E a n al y si s.  
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2. 1 1. 2   Fl u or e s c e n c e a ni s otr o p y a s s a y  
 

 

R N A oli g o n u cl e oti d e s  w er e l a b el le d wit h fl u or e s c ei n i n a t w o -st e p pr o c e d ur e a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d .2 7 8  

Fir stl y, 1 n m ol of R N A oli g o n u cl e oti d e s w a s 5′ -e n d t hi o p h o s p h or yl at e d o v er ni g ht at 3 7 ° C i n 1 × T 4 

p ol y n u cl e oti d e ki n a s e b uff er s u p pl e m e nt e d wit h 0. 5 m M A T P -γ -S, 5 m M D T T, a n d 1 0 u nit s of T 4 

p ol y n u cl e oti d e ki n a s e f oll o w e d b y et h a n ol pr e ci pit ati o n. Fl u or e s c ei n w a s t h e n a d d e d t o t h e 5′ e n d of t h e 

R N A b y i n c u b ati n g t h e R N A wit h 1 m M fl u or e s c ei n m al ei mi d e f or 2 h at r o o m t e m p er at ur e i n t h e d ar k i n 5 0 

m M p h o s p h at e b uff er p H 7. 0 f oll o w e d b y et h a n ol pr e ci pit ati o n. T h e fl u o r e s c e n c e p ol aris ati o n a s s a y w a s 

p erf or m e d a s  pr e vi o u sl y  d e s cri b e d 2 7 9  wit h mi n or m o difi c ati o n s. Bri efl y, s eri al dil uti o n s of h u m a n H D L B P 

fr a g m e nt ( K H d o m ai n s 5 t o 9) a s w ell a s t h e m ut a nt s of t h e s a m e H D L B P fr a g m e nt ( si n gl e a mi n o a ci d 

s u b stit uti o n I 4 7 1 V a n d R 6 7 7 H) wit h N -t er mi n al G S T-t a g i n 1 × Bi n di n g b uff er ( 2 0 m M Tri s, p H 7. 5, 6 0 m M 

K Cl, 1 m M E D T A, 1 0 % gl y c er ol, 1 n g/ μ L t R N A, 1 n g/ μ L h e p ari n, 0. 4 U/ μ L R N a si n, a n d 2 0 0 n g/ μ L B S A) 

w er e fir st a d d e d t o t h e w ell s of a bl a c k 3 8 4 -w ell fl at -b ott o m e d mi cr o pl at e ( C or ni n g ® N B S ™ ) f oll o w e d b y 

a d diti o n of t h e fl u or e s c ei n -l a b el e d T F R C 1 R N A pr o b e ( a u u c c c u u c c u u c a a u c a c a c u c a g u u u c c a c c) or 

T F R C 2 R N A pr o b e ( c a c a g c u c u c c u a u u g a a a c u u g c c c a g a u g u u) t o a fi n al c o n c e ntr ati o n of 2 0 n M. C o ntr ol 

s a m pl e s i n cl u d e d a n o fl u or e s c e nt R N A a n d z er o pr ot ei n c o n c e ntr ati o n t o e st a bli s h b a c k gr o u n d 

a ni s otr o p y a n d a ni s otr o p y of t h e fr e e pr o b e r e s p e cti v el y. T h e fi n al r e a cti o n s w er e mi x e d b y a mi cr o pl at e 

s h a k er, s p u n, a n d w er e i n c u b at e d at r o o m t e m p er at ur e f or 3 0 mi n i n t h e d ar k. T h e a ni s otr o p y v al u e s 

w er e m e a s ur e d a n d a ut o m ati c all y c al c ul at e d b y t h e fl u or e s c e n c e p ol ari z ati o n  f u n cti o n of mi cr o pl at e 

r e a d er S p e ctr a M a x i D 5 ( M ol e c ul ar D e vi c e s), u si n g t h e S oft M a x ® Pr o 7 s oft w ar e. T h e r a w v al u e s w er e 

t h e n a n al y z e d a n d gr a p h e d i n Gr a p h P a d Pri s m 9 s oft w ar e. T h e bi n di n g c ur v e s w er e fit u si n g n o nli n e ar 

m o d el wit h 4 p ar a m et er l o gi sti c e q u ati o n:  w h er e a  a n d  d  d e s cri b e t h e l o c ati o n of t h e u p p er a n d t h e l o w er 

a s y m pt ot e s of t h e e q u ati o n. T h e s e ar e t h e v al u e s t h at t h e a ni s otr o p y y  a p pr o a c h a s t h e l o g of t h e pr ot ei n 

c o n c e ntr ati o n x   a p pr o a c h 0 a n d i nfi nit y. P ar a m et er c  i s t h e i nfl e cti o n p oi nt b et w e e n t h e t w o a s y m pt ot e s 

a n d e v al u at e d a s t h e di s s o ci ati o n c o n st a nt, t h at i s t h e c o n c e ntr ati o n of t h e pr ot ei n at w hi c h h alf of t h e 

R N A pr o b e i s i n t h e b o u n d st at e. P ar a m et er b  i s t h e sl o p e at t h e tr a n siti o n p oi nt c  a n d c o ntr ol s t h e r at e of 

a p pr o a c h t o t h e a s y m pt ot e s.  
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C h a pt e r 3  | M a n u al c ur ati o n  of p L o F  v ari a nt s  i n g n o m A D 

 

3. 0  C o nt ri b uti o n st at e m e nt  
 
T hi s pr oj e ct w a s  i niti at e d d uri n g m y ti m e at t h e Br o a d I n stit ut e. It s ai m s w er e t o m a n u all y c ur at e pr e di ct e d 

l o s s of f u n cti o n v ari a nt s i n g n o m A D a n d i d e ntif y p ot e nti al f al s e p o siti v e v ari a nt s . D at a w er e pr efilt er e d b y 

L O F T E E ( a s d e s cri b e d i n M et h o d s C h a pt er 2. 6. 1. 3 ) a n d pr o vi d e d a s a t a b s e p ar at e d fil e b y K. K ar c z e w s ki 

a n d N. W att s. A li st of 6 1 h a pl oi n s uffi ci e nt g e n e s a n d p e xt s c or e s ( a s d e s cri b e d i n M et h o d s C h a pt er 2. 6. 2 ) 

w a s pr o vi d e d b y B. C u m mi n g s. T h e c ur ati o n p ort al u s e d f or m a n u al c ur ati o n w a s d e v el o p e d b y N. W att s 

wit h i n p ut fr o m m y s elf a n d M. Si n g er -B er k  (M et h o d s C h a pt er 2. 6. 3 ). I d e v el o p e d h et er o z y g o u s c ur ati o n 

m et h o d s  wit h i n p ut fr o m A. O’ D o n n ell -L uri a a n d D. M a c Art h ur. M et h o d s w er e e x p a n d e d f or h o m o z y g o u s 

c ur ati o n wit h i n p ut fr o m m y s elf a n d M. Si n g er -B er k. I c ur at e d all v ari a nt s pr e s e nt e d, wit h M. Si n g er -B er k 

b ei n g a s e c o n d c ur at or. E. E n gl a n d w a s a t hir d c ur at or. All ot h er w or k  pr e s e nt e d  i s m y o w n. W or k fr o m t hi s 

pr oj e ct h a s b e e n p u bli s h e d a s p art of t hr e e p u bli c ati o n s i n N at ur e : K ar c z e w s ki, K. J., Fr a n ci oli, L. C.  

,... S E A B Y, E. G., ... & M a c Art h ur, D. ( 2 0 2 0). T h e m ut ati o n al c o n str ai nt s p e ctr u m q u a ntifi e d fr o m v ari ati o n 

i n 1 4 1, 4 5 6 h u m a n s. N at ur e, 5 8 1, 4 3 4 -4 4 3.  htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6 -0 2 0 -2 3 0 8 -7  (A p p e n di x P a p er 

3 ); C u m mi n g s, B. B., K ar c z e w s ki, K. J., K o s mi c ki, J. A.,  S E A B Y, E. G.,., ... & M a c Art h ur, D. ( 2 0 2 0). 

Tr a n s cri pt e x pr e s si o n -a w ar e a n n ot ati o n i m pr o v e s r ar e v ari a nt i nt er pr et ati o n.  N at ur e, 5 8 1, 4 5 2 -

4 5 8.  htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6 -0 2 0 -2 3 2 9 -2  (A p p e n di x P a p er 4 ); a n d G u d m u n d s s o n, S., K ar c z e w s ki, 

K. J., Fr a n ci oli, L. C., ...  S E A B Y, E. G., ... & M a c Art h ur, D. A d d e n d u m: T h e m ut ati o n al c o n str ai nt s p e ctr u m 

q u a ntifi e d fr o m v ari ati o n i n 1 4 1, 4 5 6 h u m a n s.  N at ur e  ( 2 0 2 1). htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6 -0 2 1 -0 3 7 5 8 -y  

(A p p e n di x P a p er 5 ).1 3 3, 2 1 4, 2 8 0  

 

3. 1  I nt r o d u cti o n 
 
Wit h a n i n cr e a si n g n u m b er of i n di vi d u al s u n d er g oi n g di a g n o sti c n e xt -g e n er ati o n s e q u e n ci n g, t h er e i s a 

cl e ar n e e d t o a c c ur at el y d eli n e at e p at h o g e ni c v ari a nt s fr o m b e ni g n v ari ati o n. Pr e di ct e d l o s s of f u n cti o n 

( p L o F) v ari a nt s, i n cl u di n g st o p g ai n e d, e s s e nti al s pli c e, a n d fr a m e s hift v ari a nt s, ar e t y pi c all y r ar e a n d 

d el et eri o u s, wit h m a n y k n o w n t o c a u s e s e v er e M e n d eli a n di s e a s e t hr o u g h g e n e i n a cti v ati o n. O n t h e ot h er 

https://doi.org/10.1038/s41586-020-2308-7
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2329-2
https://doi.org/10.1038/s41586-021-03758-y
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h a n d, s o m e g e n e s ar e t ol er a nt t o c o m pl et e i n a cti v ati o n wit h o ut a n y s e v er e p h e n ot y pi c c o n s e q u e n c e s . 

U n d er st a n di n g w hi c h g e n e s ar e li k el y t o c a u s e di s e a s e i s i m p ort a nt f or cli ni c al di a g n o sti c s, a s i s i d e ntif yi n g 

g e n e s e ntir el y t ol er a nt t o h o m o z y g o u s p L o F;  i n d e e d, i d e ntif yi n g n at ur al o c c urr e n c e s of h o m o z y g o u s 

k n o c k o ut s c a n p ot e nti all y h el p d e pri oriti s e g e n e s i n cli ni c al v ari a nt a n al y si s a n d i d e ntif y p ot e nti al “ s af e” dr u g 

t ar g et s. T h er ef or e, a c c ur at e c ur ati o n of p L o F v ari a nt s c a n e x p a n d u n d er st a n di n g i nt o t h e b i ol o g y a n d 

e s s e nti alit y of g e n e s.  

 

H o w e v er, n ot all p L o F v ari a nt s i d e ntifi e d b y bi oi nf or m ati c s pi p eli n e s ar e tr ul y L o F. Gi v e n t h e r arit y a n d 

d el et eri o u s n e s s of m o st tr u e L o F v ari a nt s, it i s e x p e ct e d t h at m a n y v ari a nt s a n n ot at e d a s p L o F b y  v ari a nt 

c alli n g pi p eli n e s a n d i n cl u d e d i n p o p ul ati o n d at a b a s e s s u c h a s g n o m A D 1 3 3  a n d T o p M E D 2 4 , a n d 

r e pr e s e nt ati v e of o st e n si bl y h e alt h y i n di vi d u al s, ar e e nri c h e d f or m a p pi n g, g e n ot y pi n g a n d a n n ot ati o n 

err or s . A ut o m at e d a p pr o a c h e s e xi st t o tr y a n d i d e ntif y t h e s e err or s , n ot a bl y  L O F T E E a n d p e xt ( a s d e s cri b e d 

i n M et h o d s 2 .6 .1. 3  a n d M et h o d s 2. 6. 2  r e s p e cti v el y), y et t h e c o m pl e xit y u n d er pi n ni n g t h e i d e ntifi c ati o n of 

f al s e p o siti v e L o F v ari a nt s r e n d ers  t h e s e s oft w ar e a p pr o a c h e s err or pr o n e . T h u s, c ar ef ul filt eri n g a n d 

m a n u al c ur ati o n i s c o n si d er e d t h e b e st pr a cti c e t o i d e ntif y a n d r e m o v e err o n e o u s L o F v ari a nt s. 2 8 0    

 

3. 1. 1   W h at i s t h e ai m of t hi s pr oj e ct ?  
 
T hi s pr oj e ct ai m s t o d e v el o p a r o b u st fr a m e w or k t o m a n u all y c ur at e p L o F v ari a nt s fr o m t h e g n o m A D 

d at a b a s e. D e v el o p e d m et h o d s will a p pl y crit eri a t o fl a g v ari a nt s t h at ar e e nri c h e d f or t e c h ni c al a n d 

a n n ot ati o n err or s, r e s c u e e v e nt s, a n d tr a n s cri pt err or s a n d t h e n s c or e v ari a nt s o n a s p e ctr u m of li k eli h o o d 

of b ei n g a  tr u e L o F v ari a nt. T h e s e m et h o d s will b e a p pli e d t o  t w o di sti n ct s u b s et s of g n o m A D: 

1)  H et er o z y g o u s  p L o F v ari a nt s filt er e d fr o m a c ur at e d li st of 6 1 k n o w n h a pl oi n s uffi ci e nt g e n e s. It i s 

e x p e ct e d t h at m a n y of t h e s e v ari a nt s will b e f al s e p o siti v e s  d u e t o t h e d e pl eti o n of i n di vi d u al s wit h 

p a e di atri c o n s et di s e a s e r e s ulti n g fr o m g e n e  h a pl oi n s uffi ci e n c y  i n g n o m A D. 

2)  H o m o z y g o u s p L o F v ari a nt s, pr e s e nt i n at l e a st o n e i n di vi d u al  i n g n o m A D, wit h i nt e nti o n t o  i d e ntif y 

L o F t ol er a nt g e n e s t h at c a n b e i d e ntifi e d a s p ot e nti al t h er a p e uti c t ar g et s.  
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3. 2  M et h o d s  
 

3 .2 .1   D at a a c q ui siti o n  
 
Fr o m t h e g n o m A D v 2. 1. 1 r a w d at a s et, 3 4 5, 4 5 8 p L o F v ari a nt s p a s si n g  t h e m o st stri n g e nt s et of L O F T E E 

crit eri a ( n o filt er s o r fl a g s a s d e s cri b e d i n M et h o d s C h a pt er 2. 6. 1. 3 ) w er e e xtr a ct e d .  

3. 2. 1. 1   p L o F v a ri a nt s i n h a pl oi n s uffi ci e nt g e n e s  
 

H a pl oi n s uffi ci e nt d e v el o p m e nt al d el a y g e n e s w er e c ur at e d b y t h e Cli n G e n D o s a g e S e n siti vit y W or ki n g 

Gr o u p. 2 8 1  T o a c c o u nt f or p e n etr a n c e, o nl y g e n e s wit h m or e t h a n 7 5 % r e p ort e d p e n etr a n c e fr o m a lit er at ur e 

s e ar c h w er e i n cl u d e d, d efi n e d a s c o n diti o n s t o o s e v er e t o e x p e ct a n i n di vi d u al c o ul d c o n s e nt t o p arti ci p at e 

i n g n o m A D wit h o ut g u ar di a n s hi p. Si xt y-o n e g e n e s w er e i n cl u d e d, c o m pri si n g 5 0 a ut o s o m al g e n e s of hi g h 

s e v erit y a n d hi g h p e n etr a n c e a n d 1 1 g e n e s o n c hr o m o s o m e X i n w hi c h t h e p h e n ot y p e w a s  e x p e ct e d t o b e 

s e v er e or l et h al i n m al e s a n d m o d er at e t o s e v er e i n f e m al e s. T h e m aj orit y ( 5 8/ 6 1; 9 5 %) h a d a s c or e of 3 

wit h s uffi ci e nt e vi d e n c e f or p at h o g e ni cit y, w h er e a s t w o g e n e s ( C H A M P 1 , C T C F ) h a d a s c or e of 2 ( s o m e 

e vi d e n c e) , a n d o n e g e n e ( R E R E ) w a s u n s c or e d. T h e r e s ulti n g g e n e li st i s a v ail a bl e at g s:// g n o m a d -

p u bli c/ p a p er s/ 2 0 1 9 -t x-a n n ot ati o n/ d at a/ g e n e _li st s/ HI _ g e n e s _ 1 0 0 4 1 7.t s v . 

E s s e nti al s pli c e a c c e pt or/ d o n or, st o p g ai n e d, a n d fr a m e s hift v ari a nt s w er e i d e ntifi e d i n t h e li st of 6 1 

h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s a n d  e xtr a ct e d fr o m g n o m A D v 2. 1. 1. O nl y p L o F v ari a nt s t h at p a s s e d 

g n o m A D r a n d o m f or e st filt eri n g w er e i n cl u d e d.1 3 3  A t ot al of 4 0 1 h et er o z y g o u s p L o F v ari a nt s r e m ai n e d a n d  

w er e s u bj e ct t o m a n u al c ur ati o n.  Of t h e 6 1 g e n e s, 5 5 / 6 1 ( 9 0 %) h a d at l e a st o n e hi g h q u alit y p L o F v ari a nt 

i n g n o m A D. T h e p e xt s c or e f or e a c h of t h e s e v ari a nt s w a s  t h e n c o m p ar e d wit h t h e m e a n g e n e p e xt s c or e 

a cr o s s G T E x ti s s u e s t o a s s e s s w h et h er  t h e p e xt c o ul d ai d i n t h e i de ntifi c ati o n of f al s e p o siti v e L o F v ari a nt s. 

3. 2. 1. 2   H o m o z y g o u s p L o F v a ri a nt s a c r o s s all g e n e s  
 

In g n o m A D v 2. 1. 1, 3 4 5, 4 5 8 p L o F v ari a nt s w er e i d e ntifi e d. A t ot al of  3, 3 6 2 v ari a nt s w er e e xtr a ct e d w h er e b y  

at l e a st o n e i n di vi d u al w a s h o m o z y g o u s f or t h e p L o F o b s er v e d , a n d t h e v ari a nt s p a s s e d t h e r a n d o m f or e st 

g n o m A D filt er. All 3, 3 6 2 h o m o z y g o u s p L o F v ari a nt s w er e s u bj e ct t o m a n u al c ur ati o n.  

gs://gnomad-public/papers/2019-tx-annotation/data/gene_lists/HI_genes_100417.tsv
gs://gnomad-public/papers/2019-tx-annotation/data/gene_lists/HI_genes_100417.tsv
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3. 2. 2   M a n u al c ur ati o n  
 
A t ot al of 4 0 1  h et er o z y g o u s p L o F v ari a nt s i n 6 1 h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s a n d 3, 3 6 2 h o m o z y g o u s 

p L o F v ari a nt s  a cr o s s all g e n e s w er e m a n u all y c ur at e d  u si n g a c u st o m b uil d w e b p ort al ( d e s cri b e d i n 

M et h o d s 2. 6. 3 ). T hi s p ort al i n cl u d e d a c c e s s t o t h e g n o m A D v ari a nt p a g e, I GV  r e a d s f or all i n di vi d u al s i n 

g n o m A D wit h t h e v ari a nt, a n d t h e U C S C br o w s er  (Fi g ur e 3. 1 ). T w o c ur at or s  bli n dl y a s s e s s e d  t h e s a m e 

v ari a nt s i n d e p e n d e ntl y . If o ut c o m e s di s a gr e e d b et w e e n c ur at or s , t h e v ari a nt s w er e di s c u s s e d u ntil a 

c o n s e n s u s w a s r e a c h e d. W h er e c ur at or s  w er e u n a bl e t o a gr e e, a  t hir d i n d e p e n d e nt c ur at or v ali d at e d t h e 

r e s ult s.
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F I G U R E 3 .1  | S C R E E N S H O T O F T H E C U R A TI O N P O R T A L  
 

S cr e e n s h ot of t h e l o s s of f u n cti o n c ur ati o n p ort al s h o wi n g t h e v ari a nt of i nt er e st i n U C S C ( v ari a nt vi e w). T a b s al o n g t h e t o p  all o w t h e u s er t o cli c k b et w e e n t h e g n o m a d v ari a nt vi e w, 

g n o m A D  g e n e vi e w, U C S C v ari a nt vi e w a n d U C S C g e n e vi e w. T h e c ur ati o n f or m c a n b e t o g gl e d o n a n d off a n d k e y b o ar d s h ort c ut s h el p t h e u s er cl a s sif y t h e v ari a nt s q ui c kl y.
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M a n u al c ur ati o n i n v ol v e d i d e ntif yi n g err or m o d e s c o m m o nl y f o u n d i n p L o F v ari a nt s  (T a bl e 3. 1 ). Err or 

m o d e s w er e gr o u p e d i nt o t hr e e m ai n c at e g ori e s: t e c h ni c al er r or s, r e s c u e e v e nt s , a n d tr a n s cri pt er r or s. 

T h e s e w er e s u b di vi d e d i nt o m a p pi n g err or, str a n d bi a s, r ef er e n c e err or, g e n ot y pi n g err or, h o m o p ol y m er 

s e q u e n c e, i n -fr a m e m ulti-n u cl e oti d e v ari a nt or fr a m e -r e st ori n g i n d el, e s s e nti al s pli c e sit e r e s c u e, mi n orit y 

of tr a n s cri pt s, w e a k e x o n c o n s er v ati o n, l a st e x o n, a n d ot h er a n n ot ati o n err or. C o m bi n ati o n s of err or s 

d et e ct e d wit hi n t h e s e c at e g ori e s w er e a p pli e d t o d et er mi n e if a v ari a nt w a s li k el y t o a b l at e g e n e f u n cti o n. 

Aft er r e vi e wi n g e a c h v ari a nt f or t h e s e t hr e e err or m o d e s, t h e v ari a nt w a s s c or e d u si n g a fi v e -p oi nt li k ert 

s c al e: n ot L o F, li k el y n ot L o F, u n c ert ai n, li k el y L o F, a n d L o F ( T a bl e 3. 2 ).
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T A B L E 3 .1  | R U L E S F O R F L A G GI N G E R R O R S I N M A N U A L C U R A TI O N  

 T e c h ni c al err o r s  R e s c u e e rr o r s  I m p a ct err o r s 

 
M a p pi n g 
err o r ( M)  

G e n ot y pi n g err o r ( G)  
H o m o p ol y m er 
( H)  

N o r e a d 
d at a ( N)  

R ef er e n c e Er r o r  
St r a n d 
Bi a s  

M N V ( P)  
E s s e nti al 
s pli c e sit e 
r e s c u e ( R)  

Mi n o rit y of 
t r a n s cri pt s ( T)  

L a st E x o n - 
( L) 

W e a k e x o n 
c o n s er v ati o n 
( C) 

Ot h er t r a n s cri pt err o r 
( O) 

R
ul

e
s

 

T a n d e m 
r e p e at s 
( U C S C) * 

All el e b al a n c e < 8 0 % f or 
m aj orit y of H O M 
i n di vi d u al s 

R e p e at of > = 7 
b a s e p air s 
(r ef er e n c e 
s e q u e n c e)  

N o H O M 
r e a d d at a 
a v ail a bl e  

R ef er e n c e 
S e q u e n c e wr o n g 
(t o o s m all 
i ntr o n/ M A F = 1/ g a p 
i n U C S C br o w s er 
vi si bl e)  

V ari a nt 
f all s o n 
o nl y 
f or w ar d or 
r e v er s e 
str a n d s, or 
t h er e i s a 
cl e ar s k e w 
of str a n d i n 
at l e a st 1 
H O M 
i n di vi d u al 

I n p h a s e M N V (t w o 
S N V o c c urri n g i n ci s 
wit hi n t h e s a m e c o d o n) 
t h at c h a n g e s n o n s e n s e 
v ari a nt t o 
mi s s e n s e/ s y n o n y m o u s 
v ari a nt  

I n fr a m e s pli c e 
sit e r e s c u e 
wit hi n 2 1 b p 
a n d v ali d at e d 
b y Al a m ut.   

V ari a nt f all s o n 
< = 5 0 % of B a si c 
G E N C O D E 
tr a n s cri pt s ( n ot 
i n cl u di n g n o n-
c o di n g 
tr a n s cri pt s) 

V ari a nt f all s 
i n t er mi n al 
c o di n g e x o n 
or l a st 5 0 b p 
of c o di n g 
p e n ulti m at e 
e x o n.  

E ntir e/ p arti al 
w e a k 
c o n s er v ati o n of 
e x o n u p o n vi s u al 
i n s p e cti o n i n 
U C S C  

O v er pri nti n g of e x o n (i. e. 
w hi c h e v er tr a n s cri pt i s 
u si n g a diff er e nt fr a m e 
fr o m m ai n tr a n s cri pt) 
c o nt ai ni n g v ari a nt  

H u m a n s elf -
c h ai n e d 
r e p e at s 
( U C S C) * 

G C ri c h r e gi o n 
s urr o u n di n g/i n cl u di n g 
v ari a nt ( a p pr o x. 5 0 -
1 5 0 b p) e x c e pt w h e n 
u ni q u e / ali g n s c or e s ar e 
hi g h  

tri n u cl e oti d e 
r e p e at s > = 7 

N o H E T 
or H O M 
r e a d d at a 
a v ail a bl e  

  
  
  
  

  
  
  
  

Fr a m e r e st ori n g i n d el  

  
  
  
   

  
  
  
  

  
  
  
  

  
  
  
  

R e -i niti ati o n b y 
d o w n str e a m m et hi o ni n e 
i n fir st c o di n g e x o n f or 
st o p -g ai n e d v ari a nt s o nl y 
( al s o m a k e n ot e f or 
t h e s e) 

S e g m e nt al 
d u p s 
( U C S C) * 

G Q < 3 0 ( T a g o nl y if i n 
m aj orit y of H O M 
i n di vi d u al s) 

  
  
  

  
  
  

I n s erti o n a cr o s s t h e 
i ntr o n-e x o n b o u n d ar y 
t h at m ai nt ai n s str o n g 
s pli ci n g pr e di cti o n s  

Bi ol o gi c all y r el e v a nt st o p 
c o d o n u p str e a m of 
v ari a nt  

C o m pl e x 
v ari ati o n i n 
r e gi o n e. g. 
m ulti pl e 
i n d el s, S N V s 

L o w r e a d d e pt h < 1 5 
(t a g o nl y if i n m aj orit y 
of H O M i n di vi d u al s)  

   

Bi ol o gi c all y r el e v a nt st art 
c o d o n d o w n str e a m of 
v ari a nt  

  

L o w c o m pl e xit y 
s e q u e n c e ( b y 
vi s u ali s ati o n  i n I G V 
br o w s er)  

  

N
ot

e
s

 

Fl a g f or 
m a p pi n g 
err or if y o u 
h a v e 3 of a n y 
c o m bi n ati o n 
of U C S C 
tr a c k s 
c o v eri n g t h e 
v ari a nt  

L o w c o m pl e xit y r e gi o n s 
ar e d efi n e d a s " p ol y -
p uri n e or p ol y -
p yri mi di n e str et c h e s, or 
r e gi o n s of e xtr e m el y 
hi g h A T or G C c o nt e nt: 
( e n s e m bl) a n d w h er e 
y o u mi g ht s e e l o w r e a d 
d e pt h a s a r e s ult 
( e s p e ci all y i n e x o ni c 
s e q u e n c e s)  

M a k e s ur e t o 
c h e c k m ulti pl e 
i n s erti o n b ar s if 
l o o ki n g at a n 
i n s erti o n t o 
e n s ur e t h er e i s 
n o e vi d e n c e of 
st utt eri n g  

F or H E T 
g o o d A B 
i s > = 2 5 % 

  

U s e t hi s 
t a g n o 
m att er 
w h er e t h e 
str a n d bi a s 
o c c ur s 
wit hi n t h e 
g e n o mi c 
s e q u e n c e 
i n cl u di n g 
t h e v ari a nt 
i n 
q u e sti o n.  

W h e n l o o ki n g at a n 
i n d el s, m a k e s ur e y o u 
l o o k at e a c h 
h o m o z y g ot e wit h d at a 
t o m a k e s ur e t h e fr a m e-
r e st ori n g i n d el i s i n all 
c a s e s a n d z o o m o ut t o 
s e e all p ot e nti al sit e s f or 
fr a m e r e st or ati o n. 
C h e c k e a c h i n s erti o n f or 
st utt eri n g.  

Al a m ut n e e d s 
t o pr e di ct i n 
fr a m e r e s c u e 
i n m aj orit y of 
pr e di ct or s or 
str o n g r e s c u e 
wit h 
M a x E nt S c a n. 
Str o n g r e s c u e 
i s d efi n e d b y 
t h e r e s c u e sit e 
h a vi n g a s c or e 
of at l e a st 5 0 % 
of t h e n or m al 
pr e di ct e d 
s pli ci n g s c or e 
f or 
M a x E nt S c a n.  

F or a v ari a nt i n 
a n e x o n wit h a n 
u n c o n s er v e d 
o v er h a n g i n a 
mi n orit y of 
tr a n s cri pt s y o u 
c a n a s s u m e t h e 
ot h er x x will 
r e s c u e a n d c a n 
u s e n ot li k el y 
L O F/ n ot L O F. 
C h e c k t h e 
g n o m A D p a g e 
f or p e xt s c or e s 
t o l o o k at 
e x pr e s si o n 
r el ati v e t o e ntir e 
g e n e f or c a s e s 
w h e r e 
n o n c o di n g t x 
h a v e hi g h 
e x pr e s si o n.  

D o n ot t a g 
w h e n t h e 
v ari a nt 
r e s ult s i n 
di sr u pti o n of 
m or e t h a n 
2 5 % of 
c o di n g 
s e q u e n c e  

Vi e w e x o n 
c o n s er v ati o n o n 
e x o n vi e w i n 
U C S C. If e ntir e 
g e n e i s n ot 
c o n s er v e d, d o 
n ot u s e t hi s 
t a g. F or a 
v ari a nt i n a n 
e x o n wit h a n 
u n c o n s er v e d 
o v er h a n g, if 
t h er e i s a n ot h er 
t x, a s s u m e it will 
r e s c u e a n d u s e 
n ot li k el y 
L O F/ n ot L O F. 
C h e c k g n o m A D 
f or p e xt s c or e s 
t o a s s e s s 
e x pr e s si o n 
r el ati v e t o e ntir e 
g e n e w h er e 
n o n c o di n g t x 
h a v e hi g h 
e x pr e s si o n.  

F or o v er pri nti n g: al w a y s 
t a g b ut o nl y aff e ct s 
f u n cti o n wit h st o p g ai n e d. 
O v er pri nti n g tr a n s cri pt s 
c a n b e i d e ntifi e d b y 
l o o ki n g at c o n s er v ati o n 
p att er n of n u cl e oti d e s f or 
w o b bl e eff e ct. F or 
st o p/ st art c o d o n 
u p str e a m/ d o w n str e a m 
v ari a nt: u s e e x o n 
c o n s er v ati o n  t o 
d et er mi n e w hi c h st art 
a n d st o p sit e s ar e 
bi ol o gi c all y r el e v a nt.  

 

 
* A mi ni m u m of t w o tr a c k s pr e s e nt  
A b br e vi ati o n s: A B –  all el e b al a n c e; b p –  b a s e p air; G Q –  g e n ot y p e q u alit y s c or e; H E T –  h et er o z y g ot e; H O M –  h o m o z y g ot e; I G V –  i nt egr ati v e g e n o mi c s vi e w er; L O F –  l o s s of f u n cti o n; M A F –  mi n or all el e fr e q u e n c y; M N V –  m ulti n u cl e oti d e v ari a nt; S N V 
–  si n gl e n u cl e oti d e v ari a nt; t x –  tr a n s cri pt; U C S C –  U C S C g e n o m e br o w s er.  
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T A B L E 3 .2  | R U L E S F O R C L A S SI F YI N G P L O F  V A RI A N T S F R O M M A N U A L C U R A TI O N  

 ( 1) L o F ( 2) Li k el y L o F ( 3) U n c e rt ai n ( 4) Li k el y n ot L o F ( 5) N ot L o F 

Cr
it

er
i
a 

f
or

 
s
c

or
i

n
g 

v
ar

i
a

nt
s
 

W h e n a n y o n e of 
t h e f oll o wi n g i s 
s e e n i n i s ol ati o n  

W h e n a n y o n e  of t h e f oll o wi n g ar e s e e n i n i s ol ati o n or c o m bi n ati o n s of a n y sli g ht g e n ot y pi n g/ m a p pi n g 
err or s wit h r e m ai ni n g err or t y p e s wit hi n t hi s c at e g or y  

C o nfli cti n g 
e vi d e n c e/ A m bi g u o u s 
e vi d e n c e  

P ot e nti al r e -i niti ati o n b y 
d o w n str e a m m et hi o ni n e 
wit hi n 1 st c o di n g e x o n 
f or st o p-g ai n e d v ari a nt s 
i n w hi c h t h e 
c o n s er v ati o n p att er n 
s u g g e st s  t h e 
d o w n str e a m M E T c o ul d 
r e s c u e fr o m n o n s e n s e 
v ari ati o n ( d o w n str e a m 
M E T w ell c o n s er v e d)  

All H O M wit h A B < 8 0 %  

R
ul

e
s 

f
or

 
c

o
n
si

d
er

at
i

o
n

 

A b s e n c e of a n y 
e vi d e n c e t o r ef ut e 
a L O F 
c o n s e q u e n c e  

M ulti pl e g e n ot y pi n g err or s ( e. g. l o w D P, l o w G Q, G C ri c h all i n c o m bi n ati o n)  
N o r e a d d at a f or H O M a n d 
H E T + a n y c h a n g e e x c e pt 
s pli c e v ari a nt $  

H o m o p ol y m er r e p e at 
(i n d el v ari a nt o nl y) 

Fr a m e r e st ori n g i n d el  

M a p pi n g err or  
M ulti pl e g e n ot y pi n g a n d m a p pi n g err or s i n c o m bi n ati o n ( e. g. l o w D P a n d l o w A B wit h s o m e r e p e at 
m a p pi n g)  

O nl y H E T d at a wit h l o w G Q 
or l o w A B a n d D P  

I n fr a m e s pli c e sit e 
r e s c u e b et w e e n 6 a n d 
2 1 b p a n d v ali d at e d b y 
A l a m ut ( >/ = 8 0 % 'r a w' 
s c or e of n ati v e sit e b y 
M a x E nt S c a n ) 

I n p h a s e m ulti-n u cl e oti d e 
v ari a nt ( 2 S N V o c c urri n g i n 
ci s wit hi n t h e s a m e c o d o n) 
t h at c h a n g e s n o n s e n s e 
v ari a nt t o 
mi s s e n s e/ s y n o n y m o u s 
v ari a nt  

G e n ot y pi n g err or  P arti al l o s s of e x o n c o n s er v ati o n or l o w c o n s er v ati o n of w h ol e g e n e  

V ari a nt pr e s e nt i n < = 5 0 % of 
c o di n g G E N C O D E  b a si c 
tr a n s cri pt s a n d h a v e p e xt 
< = 0. 8 0  

C o m pl e x m a p pi n g 
i s s u e s 

C o m pl et e s pli c e sit e r e s c u e 
wit hi n 6 b p ( g ai n/l o s s of </ = 2 
a mi n o a ci d s) a n d v ali d at e d 
b y Al a m ut ( >/ = 8 0 % 'r a w' 
s c or e of n ati v e sit e b y 
M a x E nt S c a n)  

Str a n d bi a s  If > 5 0 % of t h e c o di n g s e q u e n c e w a s di sr u pt e d b y a v ari a nt i n t h e l a st e x o n, t hi s w a s d e e m e d pr o b a bl y L o F  

I n fr a m e s pli c e sit e wit hi n 
6 b p of n at ur al s pli c e sit e 
t h at i s a N A G N A G sit e t h at 
i s n ot pr e di ct e d t o s pli c e b y 
Al a m ut  

W e a k c o n s er v ati o n of 
e x o n r el ati v e t o t h e r e st 
of t h e g e n e a n d wit h 
p e xt < = 0. 8  

R ef er e n c e err or  

N o H O M d at a b ut 
g o o d q u alit y H E T 
d at a f or m aj orit y 
of i n di vi d u al s  
( hi g h G Q a n d 
D P > 1 5 or  
A B > 8 0 %)  

S pli c e r e s c u e wit hi n 2 1 b p ( n ot N A G N A G sit e s) b ut v er y w e a k si g n al a s p er A l a m ut (i. e., f or r e s c u e t o b e 
c all e d, m u st b e >/ = 8 0 % 'r a w' s c or e of n ati v e sit e s b y M a x E nt S c a n)  

C o m bi n ati o n of m ulti pl e 
fl a g s wit h o ut c o m pl et e 
c o nfi d e n c e f or n ot L O F 
cl a s sifi c ati o n  

Bi ol o gi c all y r el e v a nt st o p 
sit e l o c at e d u p str e a m of 
v ari a nt ( a s i d e ntifi e d b y 
c o n s er v ati o n)  

C o m bi n ati o n of m ulti pl e 
fl a g s ( m ulti pl e fl a g s of 
i n di s p ut a bl e e vi d e n c e) 

V ari a nt wit h 
mi n orit y t x or 
w e a k e x o n 
c o n s er v ati o n 
( c o m pl et e n ot 
p arti al 
c o n s er v ati o n) wit h 
p e xt = 1 a n d n o 
ot h er t a g s ( n ot 
i n cl u di n g l a st 
e x o n a n d str a n d 
bi a s)  

H o m o p ol y m er r e p e at wit h S N V of a diff er e nt n u cl e oti d e t h a n t h e h o m o p ol y m er tr a c k  

R e -i niti ati o n b y d o w n str e a m 
M E T i n fir st c o di n g e x o n f or 
st o p g ai n e d v ari a nt s i n 
w hi c h fir st e x o n h a s n ot w ell 
c o n s er v e d M E T t hr o u g h o ut  

Bi ol o gi c all y r el e v a nt 
st art sit e l o c at e d 
d o w n str e a m of v ari a nt 
( v ari a nt i n U T R) 

  

  
V ari a nt wit h mi n orit y t x a n d/ or  w e a k e x o n c o n s er v ati o n t a g s ( c o m pl et e n ot p arti al c o n s er v ati o n) wit h p e xt 
> 0. 8 0 a n d a n y ot h er t a g s e x cl u di n g ( str a n d bi a s/l a st e x o n)  

      



El e a n or G. S e a b y   | M a n u al c ur ati o n of p L o F v ari a nt s i n g n o m A D 

    

P a g e 1 3 4  of 3 5 6  

 

N
ot

e
s

 

$ S pli c e v ari a nt s wit h n o r e a d d at a s h o ul d n ot b e u n c ert ai n if t h e y al s o h a v e a g o o d g e n ot y p e q u alit y ( G Q) a n d o n e of 2: g o o d d e pt h ( D P) or all el e b al a n c e ( A B)  
N o n e e d t o c h e c k if s pli c e v ari a nt s r e s ult i n e x o n s ki p pi n g or n o n s e n s e m e di at e d d e c a y - tr e at a s l o s s of f u n cti o n  
N o e xtr a c o n si d er ati o n f or v ari a nt s wit h hi g h mi n or all el e fr e q u e n c y  
F or e a c h v ari a nt l o o k at all r e a d d at a a v ail a bl e ( b ot h h o m o z y g o u s [ H E T] a n d h et er o z y g o u s [ H O M])  
A b br e vi ati o n s: A B –  all el e b al a n c e; b p –  b a s e p air; D P –  d e pt h; G Q = g e n ot y p e q u alit y; H E T –  h et er o z y g ot e; H O M –  h o m o z y g ot e; M E T –  m et hi o ni n e; L o F –  l o s s of f u n cti o n; S N V –  si n gl e n u cl e oti d e  v ari a nt; t x –  tr a n s cri pt; 
U T R –  u ntr a n sl at e d r e gi o n.  

F oll o wi n g a p pli c ati o n of fl a g s a n d err or m o d e s, v ari a nt s w er e cl a s sifi e d o n a 5 -p oi nt Li k ert s c al e r a n gi n g fr o m L o F t o n ot L o F.
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3. 2. 2. 1  T e c h ni c al e rr or s  
 
T e c h ni c al err or s i n cl u d e m a p pi n g err or s a n d g e n ot y pi n g err or s fr o m s e q u e n ci n g i s s u e s ; str a n d bi a s e s; 

mi s ali g n m e nt of r e a d s a n d r e p etiti v e r e gi o n s t h at c o ul d b e d et e ct e d i n I G V a n d t h e U C S C g e n o m e br o w s er; 

a n d err or s wit hi n t h e r ef er e n c e s e q u e n c e . 

 

Str a n d bi a s w a s fl a g g e d w h e n a v ari a nt w a s s k e w e d pr ef er e nti all y o n t h e f or w ar d or r e v er s e str a n d, or 

w h e n t h e m aj orit y ( > 9 0 %) of a gi v e n str a n d c o v er e d a r e gi o n; t hi s w a s oft e n o b s er v e d ar o u n d i ntr o n – e x o n 

b o u n d ari e s. Str a n d bi a s e s d e s pit e b al a n c e d c o v er a g e of t h e f or w ar d a n d r e v er s e str a n d s w er e w ei g ht e d 

t o w ar d s pr o b a bl y n ot L o F, w h er e a s a str a n d bi a s d u e t o s k e w e d str a n d c o v er a g e w a s w ei g ht e d al o n g si d e 

ot h er g e n ot y pi n g err or s. R ef er e n c e err or s w er e u n c o m m o n b ut i d e ntifi e d b y a s m all d el eti o n i n a n  e x o n, 

p o si n g a s a  < 5 -b a s e -p air i ntr o n  (Fi g ur e 3. 2 A ). T h e s e err or s r e n d er e d t h e v ari a nt n ot L o F.  

 

M o st g e n ot y pi n g err or s a n d str a n d bi a s e s i n i s ol ati o n w er e n ot d e e m e d criti c al i n d e ci di n g w h et h er a v ari a nt 

w a s pr o b a bl y n ot L o F or n ot L o F, e x c e pt f or  a n all el e b al a n c e  ≤ 2 5 % ; t hi s w a s  t o r e d u c e i d e ntif yi n g s o m ati c 

v ari a nt s ari si n g t hr o u g h cl o n al h a e m at o p oi e si s . M a p pi n g err or s w er e e vi d e nt w h e n r e a d s ar o u n d t h e v ari a nt 

h ar b o u r e d m a n y ot h er v ari a nt s (Fi g ur e 3. 2 B ), e s p e ci all y t h o s e wit h a b n or m al all el e b al a n c e s. U C S C tr a c k s 

f or l ar g e s e g m e nt al d u pli c ati o n s, s elf -c h ai n  ali g n m e nt s, a n d si m pl e t a n d e m r e p e at s w er e utili s e d i n 

d et er mi ni n g m a p pi n g err or st at u s  (Fi g ur e 3. 2 C ). G e n ot y pi n g err or s w er e p arti all y eli mi n at e d b y u p str e a m 

filt eri n g f or r e a d d e pt h, g e n ot y p e q u alit y < 2 0 , a n d s k e w e d all el e b al a n c e . A d diti o n al h all m ar k s f or 

g e n ot y pi n g err or s i n cl u d e d h o m o p ol y m er r e p e at s ( d efi n e d a s a n i n s erti o n or d el eti o n wit hi n or dir e ctl y 

n ei g h b o uri n g  a s e q u e n c e of s e v e n or m or e of t h e s a m e n u cl e oti d e  or tri n u cl e oti d e r e p e at s ), G C ri c h 

r e gi o n s, a n d r e p etiti v e r e gi o n s i n w hi c h s e q u e n ci n g err or s w o ul d b e m or e c o m m o n.
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F I G U R E 3 .2  | T E C H NI C A L E R R O R E X A M P L E S I N T H E U C S C  B R O W S E R  A N D I N T E R A C TI V E G E N O MI C S VI E W E R  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

( A) R ef er e n c e err or i n U C S C r e pr e s e nt e d b y a s m all o n e  
b a s e p air d el eti o n ; v ari a nt i d e ntifi e d b y tr a n sl u c e nt bl u e li n e. A s s o ci at e d tr a n s cri pt s b el o w d el eti o n di s pl a y o v er pri nti n g. ( B) P ot e nti al 
m a p pi n g err or r e pr e s e nt e d b y p ol y m or p hi c r e gi o n wit h m ulti pl e d el eti o n s of v ar yi n g si z e s, i n s erti o n s, a n d si n gl e n u cl e oti d e v ari a nt s  a s 
s h o w n i n r e a d vi z I G V vi e w er . ( C) M ulti pl e r e p e at tr a c k s wit h d u pli c ati o n s of > 1 0 0 0 b a s e s a n d h u m a n c h ai n e d s elf -ali g n m e nt s  s h o w n i n 
t h e U C S C br o w s er. 

A  
B  

C  
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3. 2. 2. 2   R e s c u e e v e nt s  
 
R e s c u e e v e nt s i n cl u d e m ulti -n u cl e oti d e v ari a nt s ( M N V s), fr a m e -r e st ori n g i n d el s, a n d e s s e nti al s pli c e sit e 

r e s c u e s. M N V s w er e vi s u ali s e d i n I G V a n d cr o s s c h e c k e d wit h c o d o n s fr o m t h e U C S C br o w s er; i n fr a m e 

M N V s t h at r e s c u e d st o p c o d o n s w er e s c or e d a s n ot L o F  (Fi g ur e 3. 3 A ). Fr a m e -r e st ori n g i n d el s w er e v erifi e d 

b y c o u nti n g t h e l e n gt h of t h e i n s erti o n s a n d d el eti o n s t o d et er mi n e if t h e r e s ulti n g v ari ati o n di sr u pt e d t h e 

fr a m e of t h e g e n e (Fi g ur e 3. 3 B ). T h e wi n d o w u s e d t o d et e ct s urr o u n di n g i n d el s w a s a p pr o xi m at el y 8 0 b a s e 

p air s  i n l e n gt h. E s s e nti al s pli c e sit e r e s c u e o c c ur s w h e n a n i n fr a m e alt er n ati v e d o n or or a c c e pt or sit e i s 

pr e s e nt, w hi c h pr o b a bl y h a s a mi ni m al eff e ct o n t h e tr a n s cri pt. Cr y pti c s pli c e sit e s wit hi n 6 b a s e p air s of t h e 

s pli c e v ari a nt w er e c o n si d er e d a c o m pl et e r e s c u e, r e n d eri n g t h e v ari a nt n ot L o F. R e s c u e sit e s > 6 b a s e 

p air s a w a y b ut wit hi n ± 2 1 b a s e p air s w er e w ei g ht e d wit h l e s s c o nfi d e n c e, s c ori n g a s pr o b a bl y n ot L o F. All 

p ot e nti al s pli c e sit e r e s c u e s w er e v ali d at e d u si n g Al a m ut v. 2. 1 1 ( htt p s:// w w w.i nt er a cti v e -

bi o s oft w ar e. c o m/ al a m ut -vi s u al/ ). S pli c e sit e s w er e cl a s sifi e d a s r e s c u e s if t h e M a x E nt S c a n s c or e f or t h e 

alt er n at e s e q u e n c e w a s ≥ 5 0 % of t h e r ef er e n c e s e q u e n c e s c or e .

https://www.interactive-biosoftware.com/alamut-visual/
https://www.interactive-biosoftware.com/alamut-visual/
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F I G U R E 3 .3  | R E S C U E E V E N T E X A M P L E S  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

( A) M ulti n u cl e oti d e v ari a nt s h o w n i n I G V. Bl a c k b o x r e pr e s e nt s t h e c o d o n. T h e fir st v ari a nt i s c all e d a s a st o p g ai n e d ( C > T), h o w e v er 

t h er e i s a n a dj a c e nt mi s s e n s e v ari a nt i n t h e s a m e c o d o n ( A > G). T h e c o m bi n ati o n of t h e t w o v ari a nt s i n t h e c o d o n i s ( C C A > C T G). T h e 

tr a n s cri pt i s o n t h e r e v er s e str a n d, s o t h e c o d o n c h a n g e s h o ul d b e t h e r e v er s e c o m pl e m e nt ( T G G > C A G), w hi c h r e s ult s i n a mi s s e n s e 

v ari a nt W -> Q. ( B) E x a m pl e of a n i nfr a m e r e s c u e. T h e fir st d el eti o n s h o w n wit hi n t h e bl u e b o x d el et e s 1 3 n u cl e oti d e s. T h e s e c o n d 

v ari a nt i n or a n g e d el et e s 1 1 n u cl e oti d e s. T h e c o m bi n ati o n of t h e t w o d el eti o n s d el et e s 1 1 + 1 3 = 2 4 n u cl e oti d e s w hi c h i s i n f r a m e. 

T h er ef or e,  t h e pr ot ei n will b e tr u n c at e d b y 8 a mi n o a ci d s b ut will n ot r e s ult i n l o s s of f u n cti o n.

A  

B  
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3. 2. 2. 3   Tr a n s c ri pt e rr or s  

T r a n s cri pt err or s w er e d e s cri b e d a s v ari a nt s t h at o c c ur i n a n e x o n f o u n d i n a mi n orit y of tr a n s cri pt s f or 

t h at g e n e, or t h at o c c ur i n a p o orl y c o n s er v e d e x o n , or r e pr e s e nt r e-i niti ati o n e v e nt s. T h e U C S C g e n o m e 

br o w s er w a s u s e d t o d et e ct all t hr e e  sit u ati o n al err or s. T h e s e w er e f urt h er a s s e s s e d u si n g p e xt 

( pr o p orti o n e x pr e s s e d a cr o s s tr a n s cri pt s) s c or e s a n d o nl y t h o s e wit h l o w o v er all e x pr e s si o n r el ati v e t o t h e 

g e n e w er e d et er mi n e d t o b e n ot L o F  (Fi g ur e 3. 4 A ). F or a n e x o n t o b e c o n si d er e d i n a mi n orit y of 

tr a n s cri pt s, it h a d t o b e pr e s e nt i n 5 0 % or f e w er of t h at g e n e’ s c o di n g GE N C O D E  v 1 9 B a si c tr a n s cri pt s  

(Fi g ur e 3. 4 B ). T h e s e v ari a nt s oft e n aff e ct e d p o orl y c o n s er v e d e x o n s, a s d et er mi n e d b y P h yl o P ,6 5  

P h yl o C S F ,2 8 2  a n d vi s u ali s ati o n i n t h e U C S C br o w s er  (Fi g ur e 3. 4 C ).2 8 3  E x o n c o n s er v ati o n w a s d et er mi n e d 

b y l o o ki n g at t h e n u cl e oti d e b a s e p air  c o n s er v ati o n b a s e d o n P h yl o P.  V ari a nt s wit hi n t h e l a st c o di n g 

e x o n, or wit hi n 5 0 b a s e p air s of t h e p e n ulti m at e c o di n g e x o n w er e c o n si d er e d a s u n c ert ai n L o F . If > 5 0 % 

of t h e c o di n g s e q u e n c e w a s di sr u pt e d b y a v ari a nt i n t h e l a st e x o n, t hi s w a s d e e m e d pr o b a bl y L o F. R e -

i niti ati o n e v e nt s w er e fl a g g e d w h e n a m et hi o ni n e d o w n str e a m of t h e v ari a nt i n t h e fir st c o di n g e x o n w a s 

pr e di ct e d t o r e st art tr a n s cri pti o n a n d w er e  pr e di ct e d t o b e pr o b a bl y n ot L o F. V ari a nt s o c c urri n g aft er a 

st o p c o d o n i n t h e l a st c o di n g e x o n w er e c o n si d er e d n ot L o F, p arti c ul arl y a cr o s s t h e r e gi o n of t h e e x o n or 

tr a n s cri pt i n q u e sti o n.
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F I G U R E 3 .4  | T R A N S C RI P T E R R O R E X A M P L E S  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

( A) Vi s u ali s ati o n of a v ari a nt p o siti o n a cr o s s e x o n s a n d tr a n s cri pt s a s s h o w n i n t h e g n o m A D br o w s er. T h e t o p li n e s h o w s all e x o n s  

( d ar k gr e y b o x e s) a cr o s s t h e g e n e. Fi v e E n s e m bl tr a n s cri pt s ar e r e pr e s e nt e d b el o w wit h t h e gr e e n b o x s h o wi n g t h e r el ati v e e x p r e s si o n 

of e a c h tr a n s cri pt a cr o s s all ti s s u e s b y si z e of t h e cir cl e; t h e s e c o n d tr a n s cri pt E N S T 0 0 0 0 0 2 6 4 8 4 8. 5 h a s t h e hi g h e st e x pr e s si o n. T h e 

p e xt s c or e i s vi s u ali s e d at t h e b ott o m b y t h e bl u e b o x e s. T h e 6 t h e x o n a s s h o w n i n t h e r e d b o x h a s a r el ati v el y l o w p e x t s c or e 

( d et er mi n e b y h ei g ht of t h e b o x) w h e n c o m p ar e d t o t h e  h ei g ht of t h e  fir st 5 e x o n s. T h e m o st hi g hl y e x pr e s s e d tr a n s cri pt d o e s n ot 

c o nt ai n t h e f ull l e n gt h of t h e si xt h e x o n, w hi c h will i nfl u e n c e t h e dr o p i n p e xt s c or e. T h er ef or e, a v ari a nt (r e d d ott e d li n e ) i n t h e 6t h e x o n 

h a s a l o w p e xt s c or e a n d w o ul d o nl y aff e ct a mi n or it y of p o orl y e x pr e s s e d tr a n s cri pt s. ( B) A v ari a nt (li g ht bl u e stri p) aff e ct s o nl y o n e 

T T N tr a n s cri pt a s vi s u ali s e d i n t h e U C S C br o w s er, r e pr e s e nti n g a mi n orit y of tr a n s cri pt s. ( C) E x a m pl e of a n e x o n i n P C N T i n t h e U C S C 

br o w s er. T h e c o n s er v ati o n tr a c k al o n g t h e b ott o m (r e d b o x) b a s e d o n P h yl o P s h o w s w e a k e x o n c o n s er v ati o n. 

A  

B  

C  
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3. 2. 3   Cl a s sif yi n g v a ri a nt s  
 
F or  a v ari a nt t o b e c o n si d er e d a s L o F, it h a d t o h a v e n o r e s c u e err or s or ot h er m aj or err or m o d e s s u c h a s 

w e a k e x o n c o n s er v ati o n or mi n orit y of tr a n s cri pt s . If a si n gl e mi n or err or m o d e w a s n ot e d f or a v ari a nt, 

w hi c h i n cl u d e g e n ot y pi n g or m a p pi n g err or s, it w o ul d b e cl a s sifi e d a s li k el y L o F. I n c o ntr a st, r e s c u e err or s 

w er e a ut o m ati c all y cl a s sifi e d a s  li k el y n ot L o F or n ot L o F. M ulti pl e err or m o d e s ( > = 3) r e s ult e d i n a “ n ot 

L o F” c ur ati o n of t h e v ari a nt. V ari a nt s i n w hi c h t h er e w a s i n c o n cl u si v e e vi d e n c e w er e  c ur at e d a s u n k n o w n  

(T a bl e 3. 2 ). 

 

3. 3  R e s ult s  
 

O v er all c o n c or d a n c e b et w e e n c ur at or s w a s > 9 0 % a cr o s s pr oj e ct s. All di s c or d a nt v er di ct s w er e r e s ol v e d b y 

c o n s e n s u s , eit h er b et w e e n t h e t w o c ur at or s or wit h h el p fr o m a t hir d c ur at or. 

 

3 .3 .1   C ur ati o n of 4 0 1 p L o F v a ri a nt s i n 6 1 h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s  
 

F o ur -h u n dr e d -a n d -o n e p L o F v ari a nt s i n t h e g n o m A D d at a s et i n 6 1 h a pl oi n s uffi ci e nt s e v er e d e v el o p m e nt al 

d el a y g e n e s w er e m a n u all y c ur at e d. Fl a g s w er e a p pli e d f or a n y r e a s o n t h at t h e p L o F v ari a nt m a y n ot b e a 

tr u e L o F v ari a nt. M o st  v ari a nt s 3 0 6/ 4 0 1 ( 7 6 %) w er e cl a s sifi e d a s n ot L o F or li k el y n ot L o F ( Fi g ur e 3. 5 ). F ull 

c ur ati o n r e s ult s ar e a v ail a bl e i n S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 2 .
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F I G U R E 3 .5  | M A N U A L C U R A TI O N O F 4 0 1  P L O F  V A RI A N T S I N 6 1  H A P L OI N S U F FI CI E N T D E V E L O P M E N T A L DI S E A S E G E N E S  

 
Di s e a s e di stri b uti o n of c ur ati o n v er di ct s f or t h e 4 0 1 p L o F v ari a nt s. T w o -h u n dr e d -a n d -f ort y v ari a nt s w er e cl a s sifi e d a s n ot L o F, 6 6 a s 

li k el y n ot L o F, 5 2 a s li k el y L o F a n d 4 3 a n d L o F.

1 1 %

1 3 % 6 0 %

1 6 %

Li k el y L o F Li k el y n ot L o F L o F N ot L o F
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Mi n orit y of tr a n s cri pt s ( w h er e b y a v ari a nt di sr u pt e d l e s s t h a n 5 0 % of G E N C O D E tr a n s cri pt s) a n d g e n ot y pi n g 

err or s r e pr e s e nt e d t h e gr e at e st err or m o d e s  f or 4 0 1 p L o F v ari a nt s i n 6 1 h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s 

(Fi g ur e s 3. 6  a n d 3. 7 ). Err or m o d e s c o m p ar e d wit h a v er a g e p e xt s c or e s a cr o s s G T E x f or e a c h v ari a nt s h o w 

p e xt s c or e s ar e c o m p ar ati v el y l o w er f or mi n orit y of tr a n s cri pt s a n d w e a k e x o n c o n v er s ati o n err or s (Fi g ur e 

3. 6 ).
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F I G U R E 3 .6  | M A N U A L C U R A TI O N O F 4 0 1  P L O F  V A RI A N T S I N 6 1  H A P L OI N S U F FI CI E N T D E V E L O P M E N T A L DI S E A S E G E N E S  

 
T hi s fi g ur e w a s g e n er at e d b y Dr B er yl C u m mi n g s –  u si n g  c ur ati o n d at a  a n al y s e d  i n t hi s r e s e ar c h c h a pt er. M a n u al c ur ati o n w a s p erf or m e d a c c or di n g t o err or m o d e a n d p e xt s c or e. 

T o p, t h e fr e q u e n c y of e a c h err or m o d e pr e s e nt i n t h e 3 0 6 v ari a nt s cl a s sifi e d a s eit h er L o F or li k el y n ot L o F . Tr a n s cri pt err or s e m er g e a s a m aj or p ut ati v e err or m o d e i n t h e 

a n n ot ati o n of t h e s e p L o F v ari a nt s. B ott o m, b e e s w ar m pl ot s h o w s t h e a v er a g e p e xt s c or e a cr o s s G T E x ti s s u e s f or e a c h v ari a nt i n t h e err or c at e g ori e s. T hi s s h o w s t h at p e xt v al u e s 

ar e di s cri mi n at el y l o w er f or v ari a nt s t h at ar e a n n ot at e d a s p o s si bl e tr a n s cri pt  err or s ( P  =  4. 1  ×  1 0 − 3 8 , t w o-si d e d Wil c o x o n t e st b et w e e n tr a n s cri pt err or s a n d ot h er err or m o d e s).  
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F I G U R E 3 .7  | O V E R L A P O F F L A G S A P P LI E D I N M A N U A L C U R A TI O N  T O 4 0 1  P L O F  V A RI A N T S I N 6 1  H A P L OI N S U F FI CI E N T DI S E A S E G E N E S  

 
U p S et pl ot s h o wi n g t h e o v erl a p of fl a g s a p pli e d t o m a n u al c ur ati o n of 4 0 1 p L o F h et er o z y g o u s v ari a nt s. Li g ht bl u e  r e pr e s e nt s t h e pr o p orti o n of v ari a nt s cl a s sifi e d a s L o F or li k el y L o F. 

T e al  r e pr e s e nt s v ari a nt s cl a s sifi e d a s n ot L o F or li k el y n ot L o F.  M N P –  m ulti n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m.  
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3. 3. 2   C ur ati o n of 3, 3 6 2 h o m o z y g o u s p L o F v a ri a nt s  
 
T h e v er di ct of m a n u al c ur ati o n o n  3, 3 6 2 v ari a nt s i s s h o w n i n Fi g ur e 3. 8 . C ur ati o n r e s ult e d i n r e m o v al of 

1 ,1 4 1 ( 3 4 %) v ari a nt s , l e a vi n g 2, 2 2 1 h o m o z y g o u s p L o F p a s si n g c ur ati o n filt er s  i n a li st of 1, 8 1 5 g e n e s w h er e 

at l e a st o n e i n di vi d u al w a s o b s er v e d h ar b o uri n g a  h o m o z y g o u s k n o c k o ut  all el e . T hi s li st li k el y e x cl u d e s 

s o m e g e n e s  wit h tr u e L o F v ari a nt s  d u e t o t h e stri ct n e s s of c ur ati o n a n d sli g ht u n d er -c alli n g of h o m o z y g ot e s . 

F urt h er, t h e s e r e s ult s  m a y al s o o v er e sti m at e t h e eff e ct of s o m e p L o F s d u e t o r e s c u e m e c h a ni s m s  b e y o n d 

t h e fr a m e of r ef er e n c e ( 8 0 b a s e p air s) a p pli e d  i n m a n u al c ur ati o n m et h o d s. H o w e v er, t h e r e s ult a nt li st of 

1, 8 1 5 g e n e s r e pr e s e nt s t h e b e st c urr e nt e sti m at e of c o nfi d e ntl y L o F-t ol er a nt g e n e s b a s e d o n t h e g n o m A D 

d at a s et. T h e f ull c ur ati o n d at a s et i s a v ail a bl e i n S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 3 . 
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F I G U R E 3 .8  | L O S S -O F -F U N C TI O N  V E R DI C T F R O M M A N U A L C U R A TI O N  O F H O M O Z Y G O U S V A RI A N T S  

 

(A ) Pr o p orti o n of v ari a nt s b y v er di ct. (B ) fr e q u e n c y of err or s f or r e m o v e d v ari a nt s. M n p –  m ulti n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m.  
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T h e o v erl a p of fl a g s a n d o ut c o m e s ar e vi s u ali s e d i n Fi g ur e 3. 9 . T h e m o st c o m m o n o v erl a p pi n g f e at ur e 

w a s m a p pi n g a n d g e n ot y pi n g err or s, h o w e v er f or t h e m aj orit y t hi s di d n ot r e s ult i n t h e v ari a nt b ei n g 

cl a s sifi e d a s n ot L o F or li k el y n ot L o F.
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F I G U R E 3 .9  |  O V E R L A P O F F L A G S A P P LI E D T O M A N U A L C U R A TI O N O F 3, 3 6 2  P L O F  H O M O Z Y G O U S V A RI A N T S  

 

 

U p S et pl ot s h o wi n g t h e o v erl a p of fl a g s a p pli e d t o m a n u al c ur ati o n of 3, 3 6 2 p L o F h o m o z y g o u s v ari a nt s. Li g ht bl u e  r e pr e s e nt s t h e pr o p orti o n of v ari a nt s cl a s sifi e d a s L o F or li k el y 

L o F. T e al  r e pr e s e nt s v ari a nt s cl a s sifi e d a s n ot L o F or li k el y n ot L o F. S al m o n  r epr e s e nt s v ari a nt s t h at w er e cl a s sifi e d a s “ u n c ert ai n”.  M n p –  m ulti n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m.   
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T h e fi n al li st of 1, 8 1 5 g e n e s t ol er a nt of h o m o z y g o u s L o F v ari ati o n ( a v ail a bl e i n S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 2 ) 

i s d e pl et e d of e s s e nti al g e n e s (Fi s h er’ s e x a ct t e st: O R = 0. 1 0, p -v al u e = 1. 5 4 x 1 0 -1 7 ) o bt ai n e d fr o m 

htt p s:// git h u b. c o m/ m a c art h ur -l a b/ g e n e _li st s/tr e e/ m a st er/li st s, wit h t h e m aj orit y b ei n g n o n-O MI M di s e a s e 

g e n e s ( Fi g ur e 3. 1 0 A ). F urt h er, t h e g e n e li st i s d e pl et e d of L o F c o n str ai n e d g e n e s ( p-v al u e = 4. 4 8 x 1 0 -1 9 3 ) 

u si n g a L O E U F s c or e < 0. 3 5  w hi c h r e pr e s e nt s g e n e s c o n si d er e d t o b e i nt ol er a nt t o L o F , wit h m a n y  g e n e s 

s k e w e d t o w ar d s t h e mi d dl e a n d e n d of t h e L O E U F s p e ctr u m ( Fi g ur e 3. 1 0 B ). S e v e nt y -f o ur g e n e s  h a d a n 

O MI M a ut o s o m al d o mi n a nt di s e a s e g e n e a s s o ci ati o n, h o w e v er t h e hi g h e st L O E U F s c or e w a s 0. 3 5 4 

(S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 3 ).

https://github.com/macarthur-lab/gene_lists/tree/master/lists
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F I G U R E 3 .1 0  | 1, 8 1 5  G E N E S T O L E R A N T O F H O M O Z Y G O U S L O F  B Y L O E U F  S C O R E A N D O MI M  DI S E A S E G E N E S T A T U S  

 
(A ) 1, 8 1 5 g e n e s t ol er a nt of h o m o z y g o u s L o F a cr o s s t h e L O E U F s p e ctr u m a n d s e p ar at e d b y O MI M di s e a s e g e n e st at u s. A D –  a ut o s o m al d o mi n a nt, A R –  a ut o s o m al r e c e s si v e, 

A R/ A D –  a ut o s o m al r e c e s si v e a n d a ut o s o m al d o mi n a nt, n o n -O MI M –  n o n O MI M di s e a s e g e n e, ot h er –  a n yt hi n g el s e, i n cl u di n g s o m ati c m ut ati o n s. ( B ) D e n sit y pl ot of 1, 8 1 5 g e n e s 

t ol er a nt of h o m o z y g o u s L o F a cr o s s t h e L O E U F s p e ctr u m.  
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3. 4  Di s c u s si o n  
 
 

3. 4. 1   C ur ati o n of 4 0 1 p L o F v a ri a nt s i n 6 1 h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s  
 
T hi s pr oj e ct i d e ntifi e d 4 0 1 hi g h -q u alit y p L o F v ari a nt s i n g n o m A D v 2. 1. 1 p a s si n g b ot h s e q u e n ci n g a n d 

a n n ot ati o n q u alit y filt er s i n 6 1 h a pl oi n s uffi ci e nt g e n e s, w h er e b y h et er o z y g o u s p L o F v ari a nt s ar e e x p e ct e d 

t o c a u s e s e v er e d e v el o p m e nt al d el a y p h e n ot y p e s wit h hi g h p e n etr a n c e. T h e g n o m A D d at a b a s e c o m pri s e s  

o st e n si bl y h e alt h y i n di vi d u al s, d e pl et e d of r ar e p a e di atri c di s e a s e. Gi v e n t h e s e v erit y of e x p e ct e d 

p h e n ot y p e s s e c o n d ar y t o a h et er o z y g o u s p L o F v ari a nt i n a n y o n e of t h e 6 1 h a pl oi n s uffi ci e nt g e n e s, a n d 

t h eir l o w pr e v al e n c e gl o b all y (r a n gi n g fr o m 1 i n 1 0, 0 0 0 t o l e s s t h a n 1 i n 1, 0 0 0, 0 0 0), v er y f e w, if a n y tr u e 

p L o F v ari a nt s w o ul d b e e x p e ct e d t o b e o b s er v e d i n g n o m A D. E x p e ct a ntl y, 3 0 6/ 4 0 1 (7 6 % ) of  t h e s e 

o b s er v e d p L o F v ari a nt s w er e  art ef a ct s, s e c o n d ar y t o s e q u e n ci n g or a n n ot ati o n err or s. G e n ot y pi n g err or s 

a n d v ari a nt s b ei n g o n t h e mi n orit y of tr a n s cri pt s w er e t h e m o st c o m m o n err or m o d e s r e s ulti n g i n li k el y mi s -

a n n ot ati o n of p L o F s ( Fi g ur e 3. 6 ).  

 

3. 4. 1. 1  2 4 %  of p L o F v a ri a nt s i n di s e a s e g e n e s a r e pr e di ct e d t o c a u s e L o F  
 

W hil st m a n u al c ur ati o n r e m o v e d 7 6 % of v ari a nt s i n t h e 6 1 h a pl oi n s uffi ci e nt  di s e a s e g e n e s, 2 4 % of v ari a nt s 

w er e c ur at e d a s eit h er L o F ( 1 1 %) or li k el y L o F ( 1 3 %) , l e a vi n g 9 6 p ot e nti all y “ p at h o g e ni c” v ari a nt s i n 

i n di vi d u al s wit h o ut e vi d e n c e of s e v er e p a e di atri c di s e a s e . T h e s e v ari a nt s c o ul d r e pr e s e nt i n c o m pl et e 

p e n etr a n c e, alt h o u g h t hi s i s l e s s li k el y a s  t h e g e n e s w er e pr e -s el e ct e d a s hi g hl y p e n etr a nt , b ut n ot 

i m p o s si bl e. It i s p o s si bl e t h at c o m bi n ati o n s of g e n o mi c v ari a nt s or c o-i n h erit e d pr ot e cti v e all el e s, 

e n vir o n m e nt al e x p o s ur e s, or m o s ai ci s m m a y i m p a ct t h e p h e n ot y pi c c o n s e q u e n c e s a n d p e n etr a n c e of t h e 

9 6 L o F v ari a nt s. 1 8 8  I n d e e d, t hi s i s a n a cti v e ar e a of i nt er e st wit h r e s e ar c h f o c u s e d o n i d e ntif yi n g i n di vi d u al s 

r e sili e nt t o r ar e di s e a s e d e s pit e h ar b o uri n g p at h o g e ni c v ari a nt s . It i s h y p ot h e si s e d t h at ci s -r e g ul at or y 

v ari ati o n m a y m o dif y t h e p e n etr a n c e of c o di n g v ari a nt s  i n t h e s e c a s e s.9 0, 1 8 9  Of c o ur s e, a n ot h er p o s si bilit y 

i s t h at t h e m et h o d s a p pli e d n e e d r efi ni n g a n d ar e still mi s si n g f al s e p o siti v e L o F v ari a nt s.  
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3. 4. 1. 2   Tr a n s c ri pt e rr or s r e pr e s e nt o n e of t h e m o st c o m m o n e rr or m o d e s  
 
V ari a nt s f alli n g o n l o w -c o nfi d e n c e tr a n s cri pt s w er e i d e ntifi e d a s o n e of t h e m o st  c o m m o n err or m o d e s  fr o m 

m a n u al c ur ati o n . Tr a n s cri pt -s p e cifi c a n n ot ati o n c o n si d er s h o w a v ari a nt aff e ct s all a n n ot at e d tr a n s cri pt s of 

t h at gi v e n g e n e. W h e n c o m p ari n g err or m o d e s i d e ntifi e d fr o m m a n u al c ur ati o n wit h t h e a v er a g e p e xt s c or e 

i n G T E x, p e xt v al u e s w er e  di s cri mi n at el y l o w er f or v ari a nt s t h at ar e a n n ot at e d a s p o s si bl e tr a n s cri pt err or s 

(P  =  4. 1  ×  1 0 − 3 8 , t w o-si d e d Wil c o x o n t e st b et w e e n tr a n s cri pt err or s a n d ot h er err or m o d e s).  A s a p e xt s c or e 

c a n b e c al c ul at e d f or e a c h v ari a nt a n d tr a n s cri pt a n d e x o n c o n s er v ati o n err or s ar e c o m m o n r e a s o n s t o 

c ur at e a v ari a nt a s n ot L o F, t h e i nt e gr ati o n of p e xt i nt o L o F c ur ati o n c o ul d ai d i n t h e a ut o m at e d r e m o v al of 

f al s e p o siti v e L o F v ari a nt s. 

 
 
 

3. 4. 2   C ur ati o n r e m o v e s 3 4 % of  h o m o z y g o u s p L o F v a ri a nt s  
 
M a n u al c ur ati o n of 3, 3 6 2 h o m o z y g o u s p L o F v ari a nt s , o b s er v e d i n at l e a st o n e i n di vi d u al i n g n o m A D, 

r e s ult e d i n r e m o v al of 1 1 4 1 ( 3 4 %) of v ari a nt s, wit h 2, 2 2 1 hi g h -c o nfi d e n c e h o m o z y g o u s p L o F v ari a nt s 

r e m ai ni n g i n 1, 8 1 5 u ni q u e  g e n e s. F e w er v ari a nt s w er e r e m o v e d t h a n t h o s e i n d e v el o p m e nt al di s e a s e 

g e n e s, w hi c h w a s u n s ur pri si n g a s g n o m A D i s d e pl et e d f or r ar e p a e di atri c di s e a s e.  

 

T h e m o st c o m m o n err or m o d e s w er e g e n ot y pi n g err or s, w e a k e x o n c o n s er v ati o n, m ulti n u cl e oti d e v ari a nt s, 

a n d m a p pi n g err or s. T h e fi n al g e n e li st of 1, 8 1 5 g e n e s i s d e pl et e d of e s s e nti al a n d di s e a s e g e n e s, wit h 

m o st  g e n e s n ot h a vi n g a n O MI M -di s e a s e a s s o ci ati o n. A s e x p e ct e d, m a n y  g e n e s f all wit hi n t h e hi g h er e n d 

of t h e L O E U F s p e ctr u m s u g g e sti n g t h e s e g e n e s ar e t ol er a nt t o k n o c k o ut. T h at s ai d, t h er e ar e a s m all 

n u m b er of g e n e s ( 7 4  i n t ot al) wit h k n o w n a ut o s o m al d o mi n a nt di s e a s e a s s o ci ati o n s (S u p pl e m e nt ar y T a bl e 

S 3 ) alt h o u g h t h e hi g h e st L O E U F s c or e w a s 0. 3 5 4 s u g g e sti n g t h at di s e a s e a s s o ci ati o n s m a y r e pr e s e nt g ai n 

of f u n cti o n m e c h a ni s m s  or tr a n s cri pt s p e cifi c L o F. I n d e e d, t h e d o mi n a nt di s e a s e g e n e wit h t h e hi g h e st 

L O E U F s c or e w a s T T N . It i s w ell d o c u m e nt e d t h at pr ot ei n-tr u n c ati n g v aria nt s i n T T N  c a n c a u s e dil at e d 

c ar di o m y o p at h y, y et L o F v ari a nt s ar e pr e s e nt i n h e alt h y i n di vi d u al s, e x pl ai n e d b y diff er e nt i s of or m 

e x pr e s si o n.  
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3. 4. 3   I m pli c ati o n s f or A C M G-A M P  g ui d eli n e s  
 
C urr e nt A C M G -A M P  g ui d eli n e s l a c k cl e ar g ui d a n c e o n L o F c ur ati o n. M a n y of t h e  c ur ati o n m et h o d s a p pli e d 

i n t hi s pr oj e ct ar e l a c ki n g fr o m c urr e nt g ui d a n c e: A C M G-A M P  d o n ot e nf or c e t h e u s e of r e a d d at a f or 

d et e cti n g art ef a ct s. M et hi o ni n e r e s c u e s ar e n ot di s c u s s e d, o nl y r e s c u e s i n c o nj u n cti o n wit h i niti ati o n l o s s 

v ari a nt s. A C M G -A M P  d o n ot  e x pli citl y m a n d at e  c h e c k i n g f or e x o n c o n s er v ati o n, n or t h e n u m b er or 

tr a n s cri pt s aff e ct e d b y a gi v e n v ari a nt. All el e b al a n c e, r e a d d e pt h, g e n ot y p e q u alit y, s e q u e n ci n g c o m pl e xit y, 

a n d str a n d bi a s ar e n ot di s c u s s e d. T h er e i s n o m e nti o n of r ef er e n c e err or s or h o m o p ol y m er r e p e at s , n or 

m ulti n u cl o e oti d e v ari a nt s a n d fr a m e r e st ori n g i n d el s f or n o n s e n s e a n d fr a m e s hift v ari a nt s. T h er e i s n o 

i nt er pr et ati o n of cr y pti c s pli c e sit e s/r e s c u e s, n or o v er pri nti n g. T hi s l a c k of c ur ati o n of p L o F v ari a nt s h a s 

i m p ort a nt c o n s e q u e n c e s f or cli ni c al l a b s i nt er pr eti n g p L o F v ari a nt s. S e v e nt y-si x p er c e nt of p L o F v ari a nt s 

i d e ntifi e d i n g n o m A D i n a h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e ne w er e err or s. M a n y of t h e s e err or s w o ul d p a s s 

c urr e nt c ur ati o n g ui d a n c e b y A C M G -A M P . 

 

W or ki n g wit h c oll e a g u e s  at t h e Br o a d  I n stit ut e, r e c o m m e n d ati o n s h a v e n o w b e e n pr o vi d e d o n a dj u st m e nt s 

t o t h e P V S 1 crit eri o n i n t h e A C M G-A M P g ui d eli n e s. T h e s e d at a ar e a v ail a bl e i n t h e f oll o wi n g p u bli c ati o n : 

Si n g er -B er k, M., G u d m u n d s s o n, S., B a xt er, S., S E A B Y , E. G., E n gl a n d, E., W o o d, J. C., ... & O’ D o n n ell-

L uri a, A. ( 2 0 2 3). A d v a n c e d v ari a nt cl a s sifi c ati o n fr a m e w or k r e d u c e s t h e f al s e p o siti v e r at e of pr e di ct e d l o s s -

of -f u n cti o n v ari a nt s i n p o p ul ati o n s e q u e n ci n g d at a. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s.  (A p p e n di x 

P a p er 6 ).2 8 4  T hi s  r e vi s e d fr a m e w or k w a s a p pli e d t o all hi g h-c o nfi d e n c e p L o F v ari a nt s i n 2 2 a ut o s o m al 

r e c e s si v e di s e a s e g e n e s fr o m g n o m A D v 2. 1. 1. T hi s r e v e al e d pr e di ct e d L o F e v a si o n of p ot e nti al art ef a ct s 

i n 3 0 4/ 1 1 1 3 ( 2 7. 3 %) of v ari a nt s. T h e m aj or r e a s o n s f or L o F e v a si o n w er e si mil ar t o d at a pr e s e nt e d i n t hi s 

c h a pt er, a n d i n cl u d e d l o w p e xt s c or e s, s pli c e i n v a si o n, h o m o p ol y m er r e p e at s a n d pr e s e n c e i n t h e l a st e x o n. 

V ari a nt s pr e di ct e d t o e v a d e L o F w er e e nri c h e d f or Cli n V ar b e ni g n v ari a nt s a n d P V S 1 w a s d o w n gr a d e d i n 

1 6 2/ 1 6 3 ( 9 9. 4 %) of pr e di ct e d L o F e v a di n g v ari a nt s a s s e s s e d. I n t ot al 2 8/ 1 6 3 ( 1 7. 2 %) of v ari a nt s w er e 

d o w n gr a d e d b e c a u s e of  t h e r e vi s e d fr a m e w or k. T hi s tr a n sl at e d t o a c h a n g e of v ari a nt cl a s sifi c ati o n wit h 

2 0/ 2 8 ( 7 1 4 %) of d o w n gr a d e d v ari a nt s c h a n gi n g fr o m li k el y p at h o g e ni c t o a V U S.  
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3. 4. 4   Li mit ati o n s  
 
T h e m et h o d s a p pli e d t o t hi s c h a pt er  ar e n ot wit h o ut li mit ati o n s a n d p ot e nti al criti ci s m. M a n y of t h e r ul e s 

a p pli e d ar e s u bj e cti v e, p arti c ul arl y p ert ai ni n g t o i nt er pr et ati o n of w e a k e x o n c o n s er v ati o n a n d t e c h ni c al 

err or s  b y vi s u ali s ati o n i n t h e U C S C br o w s er . T hi s w a s p er h a p s e vi d e n c e d  b y a 1 0 % di s c or d a n c e b et w e e n 

i n d e p e n d e nt c ur at or s. F urt h er, m a n y of t h e r ul e s d e v el o p e d w er e “ b e st a p pr o xi m ati o n s”, s u c h a s a n 

ar bitr ar y c ut off ≥ 7 or gr e at er (tri) n u cl e oti d e r e p e at s b ei n g c o n si d er e d a h o m o p ol y m er tr a ct.  

 

3. 4. 4. 1    G ai n of f u n cti o n  
 
W hil st g e n er ati n g a li st of 1, 8 1 5 g e n e s i nt ol er a nt t o h o m o z y g o u s k n o c k o ut m a y pr o v e u s ef ul a s t h er a p e uti c 

dr u g t ar g et s, or e v e n a s g e n e s pr e di ct e d t o n ot c a u s e di s e a s e t hr o u g h t ot al k n o c k o ut, it i s i m p ort a nt t o 

m a k e cl e ar t h at t hi s c ur at e d g e n e li st i s n ot  d e pl et e d f or r e al di s e a s e -g e n e a s s o ci ati o n s, p arti c ul arl y t hr o u g h 

g ai n -of -f u n cti o n ( G o F). Si xt y -f o ur g e n e s i n t h e h o m o z y g o u s L o F t ol er a nt li st h a v e k n o w n a ut o s o m al 

d o mi n a nt a s s o ci ati o n s. F or e x a m pl e, E H H A D H  i s a g e n e t ol er a nt t o h o m o z y g o u s k n o c k o ut a n d h a s a 

L O E U F s c or e of 0. 9 7 . Y et, p u bli s h e d fir st-a ut h or w or k d e s cri b e s  a n h et er o z y g o u s  G o F v ari a nt  i n E H H A D H  

c a u si n g i di o p at hi c F a n c o ni s y n dr o m e. 2 8 5  T hi s hi g hli g ht s t h at cli ni c al i nt er pr et ati o n of t h e “ p at h o g e ni cit y” of 

t hi s g e n e li st s h o ul d b e vi e w e d wit h c a uti o n a n d i nt er pr et e d o nl y i n t h e c o nt e xt of i nt ol er a n c e t o L o F a n d 

n ot mi s s e n s e v ari ati o n.  

 

3. 4. 4. 2    p e xt s c or e  

 
W hil st p e xt h a s s h o w n pr o mi s e i n vi s u all y a n d c o m p ut ati o n all y i d e ntif yi n g w e a kl y e x pr e s s e d tr a n s cri pt s, 

t h e m etri c i s h ar d t o i nt er pr et w h e n p e xt s c or e s ar e u nif or ml y l o w a cr o s s t h e g e n e ( s c or e s < 0. 2 ) d u e t o 

o v err e pr e s e nt ati o n of n o n -c o di n g tr a n s cri pt s. O n e s ol uti o n t o t hi s m a y b e t o c al c ul at e t h e d elt a p e xt s c or e, 

w hi c h i s t h e p e xt s c or e a s a p er c e nt a g e of t h e m e a n s c or e t o miti g at e i s s u e s wit h b ot h vi s u al i nt er pr et ati o n 

a n d a b s ol ut e c o u nt s.  
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3. 4. 4. 3    Cl o n al h a e m at o p oi e si s  

 
T h e g n o m A D d at a s et att e m pt s t o e x cl u d e s o m ati c v ari a nt s b y i m p o si n g a n all el e b al a n c e c ut -off of 2 0 -8 0 % 

f or h et er o z y g o u s v ari a nt s. D e s pit e t hi s, s o m e s o m ati c v ari a nt s m a y r e m ai n. I n d e e d, a p at h o g e ni c L o F 

v ari a nt f or B o hri n g -O pit z s y n dr o m e i n A S X L 1  (p. Gl y 6 4 6 Tr pf s* 1 2 i s ) pr e s e nt i n 1 2 1 i n di vi d u al s i n t h e 

g n o m A D d at a s et. It i s t h er ef or e p o s si bl e t h at s o m e p L o F v ari a nt s m a y n ot b e tr u e l o s s-of -f u n cti o n v ari a nt s 

b e c a u s e t h e y r e pr e s e nt s o m ati c v ari a nt s ari si n g fr o m cl o n al h a e m at o p oi e si s . W h e n a s s e s si n g p L o F 

v ari a nt s i n k n o w n h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s, n o n e of t h e g e n e s s el e ct e d w er e k n o w n t o b e a s s o ci at e d 

wit h cl o n al h a e m at o p oi e si s  a n d n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er s of a ut o s o m al d o mi n a nt o r X -li n k e d 

i n h erit a n c e, a s d efi n e d b y Br u n et et al .2 8 6  a n d Pi c h et al .2 8 7  (T a bl e 3. 3 ). Si mil arl y, n o n e of t h e s e g e n e s w er e 

pr e s e nt i n S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 2 , w hi c h li st s g e n e s t ol er a nt t o h o m o z y g o u s k n o c k o ut. I n f ut ur e, t o 

r e d u c e c o nf o u n di n g b y s o m ati c m o s ai ci s m, it m a y b e pr u d e nt t o i d e ntif y r e p ort e d p at h o g e ni c/li k el y 

p at h o g e ni c v ari a nt s pr e s e nt i n g n o m A D at all el e fr e q u e n ci e s hi g h er t h a n e x p e ct e d.  

 

T A B L E 3 .3  | N E U R O D E V E L O P M E N T A L G E N E S A S S O CI A T E D WI T H C L O N A L H A E M A T O P OI E SI S  

A s s o ci at e d 

g e n e s  

A F F 3,  A RI D 2,  A S X L 1, B C O R, B R A F, B R C C 3,  C B L, 

C R E B B P,  C T C F,  C U X 1,  D N M T 3 A,  E Z H 2,  F O X P 1,  G N B 1, I D H 2,  K D M 6 A, 

K M T 2 C,  K M T 2 D,  K R A S,  L Z T R 1, M Y C N,  N F 1, N O T C H 1,  N R A S,  P P M 1 D,  P T P N 1 1, 

P T P R D,  R A D 2 1, S E T D 2, S E T D B 1, S F 3 B 1, S M C 1 A, S R S F 2, S T A G 2,  S U Z 1 2, 

U 2 A F 1  

All g e n e s of a ut o s o m al d o mi n a nt or X -li n k e d i n h erit a n c e. 

 

3. 5  C o n cl u si o n s  
 
M a n u al c ur ati o n of p L o F v ari a nt s i d e ntifi e s m a n y  err or s mi s s e d b y L O F T E E. T h e s e err or s ar e m or e 

c o m m o n i n k n o w n h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s w hi c h i s a n i m p ort a nt c o n si d er ati o n w h e n e v al u ati n g 

p L o F v ari a nt s f or cli ni c al di a g n o sti c s, p arti c ul arl y w h e n c urr e nt A C M G -A M P  g ui d eli n e s l a c k g ui d a n c e o n 

L o F v ari a nt i nt er pr et ati o n. H o w e v er, m a n u al c ur ati o n i s ti m e -c o n s u mi n g a n d s o m e w h at s u bj e cti v e, a n d 

m et h o d s m a y still r e q uir e r e vi si n g. N ot all r e al ‘t o t h e b e st of o ur k n o wl e d g e’ L o F v ari a nt s i n di s e a s e g e n e s 

m a nif e st p h e n ot y p e s a n d t hi s m a y b e e x pl ai n e d b y i n c o m pl et e p e n etr a n c e. O n t h e ot h er h a n d, g e n e s 

t ol er a nt t o d o u bl e k n o c k o ut m a y still c a u s e di s e a s e t hr o u g h g ai n of f u n cti o n.  
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3. 5. 1   N e xt st e p s  
 
M a n u al c ur ati o n i d e ntifi e s r ul e s t h at c o ul d b e i n c or p or at e d i nt o a ut o m at e d s oft w ar e, s u c h a s s pli c e d et e cti o n 

a n d tr a n s cri pt a n n ot ati o n. Wit h i n cr e a si n gl y ri c h d at a s et s, s u p er vi s e d a n d u n s u p er vi s e d m a c hi n e l e ar ni n g 

a p pr o a c h e s m a y h el p i d e ntif y f a ct or s or c o m bi n ati o n s of f a ct or s t h at m a y r e n d er a p L o F v ari a nt n ot r e al 

L o F, c urr e ntl y u n d et e ct e d b y c urr e nt m et h o d s. T h er e i s o b vi o u s n e e d t o i m pr o v e t h e A C M G -A M P  g ui d eli n e s 

t o i n c or p or at e m a n y m a n u al c ur ati o n r ul e s t h at w o ul d r e cl a s sif y a “ p at h o g e ni c” v ari a nt a s b e ni g n. L a stl y, 

t h er e ar e o p p ort u niti e s t o u n d er st a n d t h e m e c h a ni s m s of p ot e nti al i n c o m pl et e p e n etr a n c e f or i n di vi d u al s i n 

g n o m A D h ar b o uri n g p ut ati v e n e ur o d e v el o p m e nt al p at h o g e ni c L o F v ari a nt s .
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C h a pt e r 4  | A g e n e -t o-p ati e nt a p pr o a c h a c c el er at e s n o v el 
di s e a s e g e n e di s c o v er y  

 

4. 0  C o nt ri b uti o n st at e m e nt  
 
T h e c o n c e pt a n d d e si g n of t hi s st u d y w a s d e v el o p e d b y m y s elf wit h i n p ut fr o m m y s u p er vi s or y t e a m. P ati e nt 

d at a w er e c oll e ct e d a n d r e c or d e d b y G e n o mi c s E n gl a n d ( G E L). D at a w er e a c c e s si bl e t hr o u g h m y  

r e gi st er e d G E L pr oj e ct (R R 3 5 9 ) titl e d: Tr a n sl ati o n al g e n o mi c s: O pti mi si n g n o v el g e n e di s c o v er y f or 1 0 0, 0 0 0 

r ar e di s e a s e p ati e nt s. T h e c o n c e pt, m et h o d s, d at a pr o c e s si n g, a n d a n al y si s ar e all m y o w n w or k wit h 

s u p p ort fr o m m y s u p er vi s or y t e a m. T h e w or k pr e s e nt e d h er ei n i s p u bli s h e d a s a n E dit or’ s C h oi c e arti cl e i n 

G e n eti c s i n M e di ci n e : S E A B Y, E. G., S m e dl e y, D., T a yl or T a v ar e s, A. L., Britt ai n, H., v a n J a ar s v el d, R. H., 

B ar all e, D., R e h m, H. L., O’ D o n n ell -L uri a, A., E n ni s, S. A g e n e -t o-p ati e nt a p pr o a c h e s u plift s n o v el di s e a s e 

g e n e di s c o v er y a n d i d e ntifi e s 1 8 p ut ati v e n o v el di s e a s e g e n e s. ( 2 0 2 2). G e n eti c s i n M e di ci n e  (A p p e n di x 

p a p er 7 ). A d diti o n al d at a w er e p u bli s h e d i n a r e s p o n s e t o a l ett er t o t h e e dit or: S e a b y, E. G., B ar all e, D., 

R e h m, H. L., O’ D o n n ell -L uri a, A., & E n ni s, S. ( 2 0 2 2). R e s p o n s e t o R a m o s et al.  G e n eti c s i n 

M e di ci n e,  2 4( 1 2), 2 5 9 3 -2 5 9 4  (A p p e n di x p a p er 8 ). T h e a p pli c ati o n of si mil ar m et h o d s t o 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s 

Pr oj e ct pil ot d at a t o i d e ntif y n o v el c a n di d at e s h a s b e e n p u bli s h e d i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct Pil ot 

R e p ort i n t h e N e w E n gl a n d J o ur n al of M e di ci n e : S m e dl e y, D., S mit h, K. R., … S E A B Y, E. G., … C a ulfi el d, 

M. " T h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pil ot o n r ar e di s e a s e di a g n o si s i n h e alt h c ar e pr eli mi n ar y r e p ort."  N e w E n gl a n d 

J o ur n al of M e di ci n e  ( 2 0 2 1) (A p p e n di x P a p er 9 ).1 3 2  O n e of t h e n o v el g e n e s i d e ntifi e d h a s b e e n p u bli s h e d 

a s a p h e n ot y p e c a s e -s eri e s : J a n s s e n, B., v a n d e n B o o g a ar d, M., Li c ht e n b elt, K., S E A B Y, E. G., et al. L o s s -

of -f u n cti o n v ari a nt s i n T A F 4 ar e a s s o ci at e d wit h a n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er. H u m a n M ut ati o n.  

(A p p e n di x P a p er 1 0 ).2 8 8  

 

4. 1  I nt r o d u cti o n 
 
N e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g h a s r e v ol uti o ni s e d r ar e di s e a s e di a g n o sti c s; m or e p ati e nt s t h a n e v er ar e 

r e c ei vi n g a m ol e c ul ar di a g n o si s f or t h eir r ar e g e n eti c di s or d er s. T hi s h a s b e e n dri v e n b y t h e e v er -i n cr e a si n g 

ri s e i n n o v el di s e a s e -g e n e di s c o v eri e s, w hi c h i s e x p a n di n g t h e n u m b er of g e n e s t e st e d f or i n cli ni c. 1 5 5  
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M a ki n g m ol e c ul ar g e n eti c di a g n o s e s i s h u g el y i m p ort a nt t o p ati e nt s a n d t h eir f a mili e s a n d c a n p a v e t h e 

w a y f or t h er a p e uti c o pti o n s, c a s c a d e t e sti n g, a n d f a mil y pl a n ni n g. 2  

 

H o w e v er, m o st r ar e di s e a s e p ati e nt s ( u p t o 7 0 % d e p e n di n g o n cli ni c al s p e ci alt y) l a c k a d efi niti v e, m ol e c ul ar 

di a g n o si s. 1  Cli ni c al g e n eti c t e sti n g oft e n i n v ol v e s a p pli c ati o n of a g e n e p a n el eit h er a s t h e or d er e d t e st or 

b y t h e a n al y si s str at e g y a p pli e d t o e x o m e a n d g e n o m e s e q u e n ci n g. 1 1 8  I n t h e U K, t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s 

Pr oj e ct o nl y r e p ort e d  o n v ari a nt s i n a pr e -s p e cifi e d g e n e p a n el. A c cr e dit e d cli ni c al l a b or at ori e s h a d  n o 

o bli g ati o n t o r e p ort o n v ari a nt s, i n cl u di n g d e n o v o  v ari a nt s o ut si d e of t h e p a n el a p pli e d. 1 3 2  Y et m a n y p ati e nt s 

h ar b o ur di s e a s e -c a u si n g v ari a nt s n ot c a pt ur e d b y a g e n e p a n el, or i n g e n e s y et t o b e a s s o ci at e d wit h 

di s e a s e. I n d e e d, a p pr o xi m at el y 5 0 % of g e n e s t h o u g ht t o c a u s e di s e a s e t hr o u g h h a pl oi n s uffi ci e n c y ar e y et 

t o b e a s s o ci at e d wit h a cli ni c al p h e n ot y p e. 1 2 2, 2 8 9  Er g o, t h er e i s a n u n m et n e e d f or h oli sti c a n d e x p eri m e nt al 

a p pr o a c h e s t o i d e ntif y n o v el di s e a s e g e n e s a n d t h eir a s s o ci at e d p h e n ot y p e s. T h e s e di s c o v eri e s ar e criti c al 

f or n e w g e n e s t o b e a d d e d t o di a g n o sti c p a n el s a n d f or a n al yti c al a p pr o a c h e s t o u plift dia g n o sti c r at e s.  

 

4. 1. 1   C ur r e nt b a r ri e r s t o n o v el g e n e di s c o v e r y  
 

N o v el di s e a s e g e n e di s c o v er y i s a pr otr a ct e d pr o c e s s t h at r e q uir e s i d e ntif yi n g m ulti pl e, u nr el at e d p ati e nt s 

wit h v ari a nt s i n t h e s a m e g e n e aff e ct e d wit h si mil ar p h e n ot y p e s. T h e s e ‘ di s c o v eri e s’ ar e t h e n f oll o w e d u p 

wit h f u n cti o n al st u di e s t o pr o vi d e e vi d e n c e f or g e n e c a u s alit y.  

 

A s s e s s m e nt of e x o m e a n d g e n o m e d at a t y pi c all y i n v ol v e s a n al y si s of a s m all n u m b er of r el at e d i n di vi d u al s 

o n a f a mil y -b y -f a mil y b a si s. H o w e v er, t h e s e a n al y s e s ar e ti m e-c o n s u mi n g a n d r e s o ur c e i nt e n si v e, oft e n 

r e q uiri n g c o m m er ci al s oft w ar e a n d cr o s s -c h e c ki n g p u bli c d at a b a s e s. E a c h f a mil y m e m b er h a s 3 -4 milli o n 

v ari a nt s i n t h eir g e n o m e a n d ~ 3 0, 0 0 0 v ari a nt s i n t h eir g e n e s. A s s e s si n g e v er y p ot e nti al di s e a s e -c a u si n g 

v ari a nt i s si m pl y i m p o s si bl e. 1  W hil st filt eri n g t e c h ni q u e s c a n r e stri ct v ari a nt li st s c o n si d er a bl y, t e n s t o 

t h o u s a n d s of v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e ( V U S) t y pi c all y r e m ai n wit h littl e t o di sti n g ui s h p at h o g e ni cit y 

b et w e e n t h e m, p arti c ul arl y f or g e n e s of u n k n o w n f u n cti o n. 1 7 7  It i s n ot p o s si bl e t o i n v e sti g at e all p ot e nti al 

c a n di d at e v ari a nt s si n c e t hi s n e c e s sit at e s i nt e n si v e f u n cti o n al e x p eri m e nt s o n v ari a nt s of o st e n si bl y e q u al 



El e a n or G. S e a b y  | A g e n e-t o-p ati e nt a p pr o a c h a c c el er at e s n o v el di s e a s e g e n e di s c o v er y  

P a g e 1 6 0  of 3 5 6  

 

pr e di ct e d c a u s alit y, w hi c h i s pr o vi n g a m aj or b ottl e n e c k. R e s e ar c h er s ar e r el u ct a nt t o i n v e st i n e x p e n si v e 

st u di e s wit h o ut p er s u a si v e e vi d e n c e t h at a gi v e n c a n di d at e w arr a nt s p ur s ui n g; h o w e v er, i d e ntif yi n g w hi c h 

v ari a nt s s h o ul d b e pri oriti s e d i s c h all e n g e d b y t h e p a u cit y of k n o wl e d g e i nt o t h e f u n cti o n of m o st h u m a n 

g e n e s. T h er ef or e, t h e s e V U S s e n d u p a s l o n g li st s of u nr e p ort e d v ari a nt s pr e s e nt i n a p ati e nt’ s s e q u e n ci n g 

r e s ult s t h at n o o n e h a s ti m e t o r e s ol v e or i n v e sti g at e f urt h er. I n m a n y c a s e s, t h e s e li st s will c o nt ai n t h e 

c a u s al v ari a nt a n d t h u s r e pr e s e nt mi s s e d o p p ort u niti e s f or m ol e c ul ar di a g n o si s.  

 

4. 1. 2   T h e M at c h m a k e r E x c h a n g e  
 
O n e p o p ul ar r o ut e t o p ur s u e c a n di d at e v ari a nt s i s t hr o u g h t h e M at c h m a k er E x c h a n g e ( M M E) 1 2 9  –  pl e a s e 

s e e C h a pt er 1 . 7. 3 f or m or e d et ail e d i nf or m ati o n. M M E h a s pr o v e n s u c c e s sf ul i n b uil di n g c a s e s eri e s of 

p ati e nt s wit h s h ar e d p h e n ot y p e s i n v ol vi n g t h e s a m e g e n e, w hi c h ar e l at er t a k e n t o p u bli c ati o n. 1 5 7  H o w e v er, 

t hi s r eli e s o n k n o wi n g w hi c h g e n e c a n di d at e s, of m a n y, ar e b e st t o s u b mit t o M M E. D u e t o i n stit uti o n al 

r e stri cti o n s o n d at a s h ari n g, it i s n ot p o s si bl e t o q u er y M M E a n d r et ur n a li st of g e n ot y p e s a n d p h e n ot y p e s 

f or all s u b mi s si o n s. M at c h e s ar e o nl y r et ur n e d w h e n t w o or m or e s u b mitt er s m at c h o n t h e s a m e g e n e or 

p h e n ot y p e. E a c h m at c h wit h a n ot h er s u b mitt er r e q uir e s el e ctr o ni c c orr e s p o n d e n c e w h er e b y b ot h p arti e s 

m a y c h o o s e t o s h ar e v ari a nt a n d g e n ot y p e s p e cifi c d at a. F urt h er m or e, t h er e m a y b e m ulti pl e m at c h e s p er 

p ati e nt, m a ki n g t hi s m et h o d c u m b er s o m e a n d diffi c ult t o m a n a g e f or l ar g e c o h ort s. T h er e f or e, t h er e ar e 

cl e ar a d v a nt a g e s t o r e d u c e t h e n u m b er of c a n di d at e v ari a nt s f or o n g oi n g i n v e sti g ati o n.  

 

4. 1. 3   1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct  
 
T h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct (M et h o d s 2. 2. 1 ) w a s a g o v er n m e nt f u n d e d pr o gr a m m e i n t h e U K r u n b y 

G e n o mi c s E n gl a n d ( G E L) t h at h a s br o u g ht w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g dir e ctl y t o p ati e nt s wit h r ar e di s e a s e s 

t hr o u g h t h e N ati o n al H e alt h S er vi c e.2 2 2  T h e pr oj e ct off er e d r e cr uit m e nt of p ati e nt s f or b ot h cli ni c al 

di a g n o sti c s a n d f oll o w -o n r e s e ar c h, m e a ni n g t h at r e s e ar c h er s c a n a c c e s s a n o n y mi s e d d at a a n d f urt h er 

i n v e sti g at e v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e.3, 1 4   
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4. 1. 4   G e n e c o n str ai nt  
 
M ut ati o n i s r a n d o m, gi vi n g ri s e t o n e w v ari a nt s of w hi c h m o st d o n ot h a v e bi ol o gi c al i m p a ct; h o w e v er, s o m e 

v ari a nt s h a v e gr e at er c o n s e q u e n c e s a n d m a y h el p h u m a n s  a d a pt a n d e v ol v e, y et ot h er s m a y b e h ar mf ul 

a n d c a u s e di s e a s e. N at ur al s el e cti o n p ur g e s d el et eri o u s v ari ati o n fr o m h u m a n p o p ul ati o n s a s f e w er 

i n di vi d u al s wit h d a m a gi n g v ari a nt s s ur vi v e a n d r e pr o d u c e. H o w e v er, i n l ar g e p o p ul ati o n d at a b a s e s, s u c h 

a s g n o m A D,  l o s s-of -f u n cti o n ( L o F) v ari a nt s ar e still o b s er v e d b e c a u s e s o m e g e n e s ar e m or e t ol er a nt t h a n 

o t h er s t o i n a cti v ati o n of o n e or e v e n b ot h g e n e all el e s. 1 3 3  T hi s  pri n ci pl e c a n b e e x pl oit e d t o i d e ntif y g e n e s 

wit h f e w er L o F v ari a nt s o b s er v e d i n p o p ul ati o n d at a s et s c o m p ar e d wit h r a n d o m a n d e x p e ct e d v ari a nt r at e s, 

si g nif yi n g g e n e s m o st i nt ol er a nt t o L o F. 1 0 9, 1 3 3  

 

K ar c z e w s ki et al. 1 3 3  d e v el o p e d t h e L o s s -of -f u n cti o n O b s er v e d/ E x p e ct e d U p p er -b o u n d Fr a cti o n ( L O E U F) 

s c or e, w hi c h c o m p ar e d f or e a c h g e n e i n g n o m A D, t h e n u m b er of o b s er v e d pr e di ct e d L o F ( p L o F) v ari a nt s 

i n 1 2 5, 7 4 8 i n di vi d u al s c o m p ar e d wit h t h e n u m b er e x p e ct e d. L O E U F pl a c e s > 1 9, 0 0 0 g e n e s al o n g a 

c o nti n u o u s s p e ctr u m of i nt ol er a n c e t o g e n e i n a cti v ati o n, w h er e b y l o w s c or e s i. e., t h e f e w e st p L o F v ari a nt s 

o b s er v e d c o m p ar e d t o e x p e ct ati o n, ar e t h e m o st i nt ol er a nt t o L o F. I n d e e d, g e n e s i n t h e fir st L O E U F d e cil e 

( e q ui v al e nt t o a s c or e < 0. 2) h a v e b e e n v ali d at e d a s t h e m o st e nri c h e d f or O nli n e M e n d eli a n I n h erit a n c e i n 

( O MI M) h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s a n d s h o w t h e gr e at e st bi ol o gi c al e s s e nti alit y. 1 3 3  Y et, a s of J a n u ar y 

2 0 2 1, 6 5 % of g e n e s i n t h e l o w e st L O E U F d e cil e ar e y et t o h a v e a n O MI M di s e a s e a s s o ci ati o n 2 , l e a vi n g 

h u n dr e d s of u n di s c o v er e d p ot e nti al di s e a s e g e n e s c a u si n g u nr e c o g ni s e d p h e n ot y p e s i n p ati e nt s.  

 

W hil st st ati sti c al m et h o d s e xi st t o i d e ntif y p ot e nti al n o v el di s e a s e g e n e s u si n g e x c e s s d e n o v o  m ut ati o n 

a n al y si s, s u c h a s D e N o v o W E S T 2 9 0  a n d D e N o v ol y z e R 2 1 2 , t h e s e m et h o d s r e q uir e h u g e c o h ort s of si mil ar 

p h e n ot y p e s, s u c h a s a uti s m s p e ctr u m di s or d er. T hi s st u d y t a k e s a n o n -st ati sti c al a p pr o a c h a cr o s s a m or e 

h et er o g e n o u s c o h ort a n d ai m s t o u plift n o v el di s e a s e g e n e di s c o v er y b y t ar g eti n g p L o F v ari a nt s ( wit h t h e  

gr e at e st p at h o g e ni c p ot e nti al) i n g e n e s w h er e b y i n a cti v ati o n of a si n gl e c o p y of t h e g e n e i s hi g hl y pr o b a bl e 

t o c a u s e d o mi n a nt di s e a s e. T hi s m et h o d i s a p pli e d t o t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct, w hi c h  h a s br o u g ht 

g e n o m e s e q u e n ci n g dir e ctl y t o p ati e nt s wit h r a r e di s e a s e s i n t h e U K.2 2 2  T hi s m et h o d  m o v e s  fr o m a “ p ati e nt-
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t o-g e n e” a p pr o a c h t o a “ g e n e -t o-p ati e nt” a p pr o a c h, w h er e b y t h er e i s p o w er t o i d e ntif y a n d a s si g n r ar e 

p ut ati v e p at h o g e ni c v ari ati o n i n pr e di ct e d di s e a s e g e n e s t o p ati e nt s, c o h ort -wi d e.  

 

4. 2  M et h o d s  
 

4. 2. 1   G e n e r al m et h o d ol o gi c al pri n ci pl e  
 
T hi s c h a pt er  pr o p o s e s  a n o bj e cti v e filt eri n g str at e g y t h at c a n b e a p pli e d at s c al e. T h e  L O E U F m etri c of 

i nt ol er a n c e t o g e n e i n a cti v ati o n i s a p pli e d t o d efi n e a li st of pr e di ct e d h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s. 

G e n e s wit h a L O E U F s c or e < 0. 2 (fir st d e cil e)  ar e s el e ct e d , d e m o n str at i n g t h e hi g h e st pr o b a bilit y of 

r e pr e s e nti n g a ut o s o m al d o mi n a nt di s e a s e t hr o u g h h a pl oi n s uffi ci e n c y.1 3 3  B y l e v er a gi n g g e n o mi c a n d 

p h e n ot y pi c d at a fr o m r ar e di s e a s e tri o s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct, a n o bj e cti v e g e n e -t o-p ati e nt 

a p pr o a c h i s d e v el o p e d t h at filt ere s  f or r ar e, d e n o v o  p L o F v ari a nt s i n L o F c o n str ai n e d g e n e s a n d m at c h e s 

t h e s e t o r ar e di s e a s e p ati e nt s. F or t hi s st u d y, a n y v ari a nt s i n k n o w n O MI M di s e a s e g e n e s ( a ut o s o m al 

d o mi n a nt or r e c e s si v e) ar e e x cl u d e d t o  f o c u s e x cl u si v el y  o n n o v el di s e a s e g e n e s. W h er e m or e t h a n o n e 

p ati e nt h ar b o ur s  a d e n o v o  p L o F v ari a nt i n t h e s a m e g e n e, t hi s i s d efi n e d  a s a  n o v el di s e a s e g e n e 

c o nt e n d er  a n d t h e  p ati e nt s ar e  a s s e s s e d  f or p h e n ot y p e o v erl a p. T hi s a p pr o a c h r e d u c e s a n al yti c al n oi s e t o 

f o c u s o n t h e m o st li k el y n o v el di s e a s e g e n e s (Fi g ur e 4. 1 ) a n d i d e ntifi e s s uit a bl e c a n di d at e s f or f u n cti o n al 

v ali d ati o n.
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F I G U R E 4 .1  | M E T H O D T O U P LI F T N O V E L DI S E A S E G E N E DI S C O V E R Y  

 
( A) A t y pi c al “ p ati e nt -t o-g e n e” a p pr o a c h, w h er e b y p ati e nt A’ s e x o m e or g e n o m e i s a n al y s e d a n d m ulti pl e c a n di d at e s r e m ai n of e q u all y pr e di ct e d c a u s alit y . ( B) A pr o p o s e d “ g e n e -t o-

p ati e nt” a p pr o a c h t o i d e ntif y n o v el di s e a s e g e n e s, t h at c h all e n g e s t h e wi d el y a d o pt e d di a g n o sti c a n al yti c al p ar a di g m of e x o m e  a n d g e n o m e s e q u e n ci n g. 2 0, 0 5 0 f a mili e s wit h r ar e 

di s e a s e s w er e a n al y s e d fr o m t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct, wit h p ar e nt/ off s pri n g tri o s s el e ct e d. I n 2 0 1 9 a filt eri n g fr a m e w or k w a s a p pli e d a cr o s s t h e e ntir e c o h or t t o e xtr a ct d e 

n o v o, p ut ati v e L O F v ari a nt s, wit h a n all el e fr e q u e n c y < 0. 0 0 1 i n g e n e s wit h a L O E U F s c or e of < 0. 2. V ari a nt s w er e e x cl u d e d fr o m  d o w n str e a m a n al y si s if t h e v ari a nt w a s i n a k n o w n 

di s e a s e g e n e ( a s d efi n e d b y O MI M). Pr e di ct e d l o s s of f u n cti o n v a ri a nt s i n n o v el g e n e s c o n str ai n e d f or l o s s of f u n cti o n, wit h a hi g h pr o b a bilit y of b ei n g di s e a s e -c a u si n g, w er e 

a s si g n e d t o p ati e nt s wit hi n G E L. W h er e m ulti pl e i n di vi d u al s i n G E L h a d p L o F v ari a nt s i n t h e s a m e c a n di d at e g e n e, o v erl a p pi n g p h e n ot y p e s  w er e a s s e s s e d u si n g r e c or d e d H P O 

t er m s. If s h ar e d p h e n ot y p e s w er e pr e s e nt, t h e g e n e of i nt er e st w a s cl a s sifi e d a s Cl a s s 1. If n o s h ar e d p h e n ot y p e s w er e pr e s e nt b et w e e n p ati e nt s i n G E L, t h eir p h e n ot y p e s w er e 

s h ar e d wit h hi g h l e v el p h e n ot y p e d at a fr o m D E CI P H E R . O v erl a p pi n g f e at ur e s w er e cl a s sifi e d a s Cl a s s 2 a n d n o o v erl a p, Cl a s s 3. W h er e a si n gl e p ati e nt i n G E L h a d a p L o F v ari a nt 

i n a gi v e n c a n di d at e g e n e, t h eir p h e n ot y p e w a s al s o c o m p ar e d wit h DE CI P H E R  a n d t h e g e n e w a s ti er e d a c c or di n gl y. D at a w er e r e a n al y s e d i n 2 0 2 1 t o i d e ntif y g e n e s t h at h a d b e e n 

a d d e d t o O MI M or p u bli s h e d si n c e pri m ar y a n al y si s i n 2 0 1 9. U n p u bli s h e d g e n e s ar e b ei n g t a k e n f or w ar d a s c a n di d at e s.
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4. 2. 2   D at a a c c e s s  
 
A c c e s s t o t h e s e c ur e G E L r e s e ar c h e n vir o n m e nt ( R E) a n d hi g h -p erf or m a n c e cl u st er w a s o bt ai n e d f oll o wi n g 

i nf or m ati o n g o v er n a n c e tr ai ni n g a n d a s a m e m b er of t h e G e n o mi c s E n gl a n d Cli ni c al I nt er pr et ati o n 

P art n er s hi p ( G e CI P): Q u a ntit ati v e m et h o d s, m a c hi n e l e ar ni n g, a n d f u n cti o n al g e n o mi c s . T h e r e s e ar c h w a s 

a p pr o v e d wit h pr oj e ct I D: R R 3 5 9 - Tr a n sl ati o n al g e n o mi c s: O pti mi si n g n o v el g e n e di s c o v er y f or 1 0 0, 0 0 0 

r ar e di s e a s e p ati e nt s. A c c e s s t o t h e 1 0 0 K G P d at a s et i s r e stri ct e d a n d o nl y a v ail a bl e a s a r e gi st er e d G e CI P 

m e m b er i n t h e G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h E n vir o n m e nt. All d at a s h ar e d i n t hi s c h a pt er w er e a p pr o v e d 

f or e x p ort b y G e n o mi c s E n gl a n d. T h e d at a s et s a n d c o d e s u p p orti n g t h e c urr e nt st u d y, u n a v ail a bl e f or 

e x p ort, ar e f ull y a c c e s si bl e wit hi n t h e G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h E n vir o n m e nt i n t h e s h ar e d dir e ct or y: 

r e _ g e ci p/ m a c hi n e _l e ar ni n g/ Elli e _ S e a b y/. 

 

A c c e s s t o t h e R E  ( R el e a s e V 8), ori gi n all y i n 2 0 1 9, pr o vi d e d a c c e s s t o a n a g gr e g at e v cf  fil e of 2 0, 0 5 0 r ar e 

di s e a s e f a mili e s c all e d u si n g t h e Ill u mi n a St arli n g pi p eli n e a n d p a s si n g q u alit y c o ntr ol p ar a m et er s a s 

pr e vi o u sl y d e s cri b e d. 1 3 2  T h e m aj orit y of p ati e nt s w er e c hil dr e n wit h n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er s. 1 3 2  

 

P h e n ot y p e d at a f or e a c h p ati e nt w er e r e c or d e d b y t h e r ef erri n g cli ni ci a n a s a li st of h u m a n p h e n ot y p e 

o nt ol o g y ( H P O) t er m s. 1 6 7  T h e n u m b er of H P O t er m s v ari e d c o n si d er a bl y b et w e e n p ati e nt s wit h s o m e 

i n di vi d u al s o nl y h a vi n g a si n gl e H P O t er m r e c or d e d. T h e s e d at a w er e st or e d wit hi n t h e R E i n a L a b K e y 

d at a m a n a g e m e nt s y st e m. T h e R L a b K e y p a c k a g e w a s u s e d t o e xtr a ct H P O t er m s f or e a c h  p ati e nt a n d 

m er g e t h e s e wit h g e n ot y p e d at a.  

 
4. 2. 3   D at a filt e ri n g  
 

I niti al a n al y si s w a s u n d ert a k e n i n O ct o b er 2 0 1 9. F ull p ar e nt/ off s pri n g tri o s w er e s el e ct e d f or d e n o v o  

a n al y si s, r e d u ci n g t h e n u m b er of a v ail a bl e f a mili e s fr o m 2 0, 0 5 0 t o 1 3, 9 4 9. B e s p o k e s cri pt s utili si n g 

b cft o ol s 2 9 1 , V E P2 5 2  a n d E x o mi s er 1 3 4  w er e d e v el o p e d t o filt er d at a. L O E U F s c or e s w er e d o w nl o a d e d fr o m 

g n o m A D ( htt p:// g n o m a d. br o a di n stit ut e. or g/ d o w nl o a d s ) a n d i m p ort e d i nt o t h e R E. V ari a nt s w er e e x cl u d e d 

wit h a n all el e fr e q u e n c y ( A F) > 0. 0 0 1 a cr o s s all g n o m A D p o p ul ati o n s a n d r et ai n e d o nl y if d e n o v o  a n d 

pr e di ct e d l o s s -of -f u n cti o n ( c a n o ni c al s pli c e sit e, fr a m e s hift, st o p g ai n/ n o n s e n s e, st art l o s s, st o p l o s s) o n 

http://gnomad.broadinstitute.org/downloads
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R ef S e q tr a n s cri pt s . O nl y v ari a nt s i n g e n e s wit h a L O E U F s c or e < 0. 2 , r e pr e s e nti n g t h e gr e at e st L o F 

c o n str ai nt, w er e r et ai n e d . T o a c c o u nt f or p ot e nti al f al s e p o siti v e p L o F c all s, L O F T E E v 1. 0 

(htt p s:// git h u b. c o m/ k o nr a dj k/l oft e e ) w a s a p pli e d , w hi c h r e m o v e d l o w c o nfi d e n c e v ari a nt s s u c h a s t h o s e i n 

t h e t er mi n al e x o n. V ari a nt s r e m ai ni n g aft er L O F T E E filt eri n g w er e d e e m e d hi g h c o nfi d e n c e v ari a nt s.  

 

4. 2. 4   M e r gi n g g e n ot y p e d at a wit h a d diti o n al d at a s et s  
 
Hi g h c o nfi d e n c e v ari a nt s i n p ut ati v e di s e a s e g e n e s t h at r e m ai n e d f oll o wi n g t h e filt eri n g a p pr o a c h i n 2 0 1 9 

( A F < 0. 0 0 1, d e n o v o , p L o F, L O E U F < 0. 2) w er e cl a s sifi e d a s eit h er f o u n d i n a k n o w n O MI M di s e a s e g e n e  

( alr e a d y a s s o ci at e d wit h di s e a s e), or i n a n o n -O MI M di s e a s e g e n e  ( n ot y et a s s o ci at e d wit h di s e a s e); 

a c hi e v e d b y q u er yi n g t h e O MI M a p pli c ati o n pr o gr a m m e i nt erf a c e i n O ct o b er 2 0 1 9. All n o v el di s e a s e g e n e 

c o nt e n d er s w er e c o m p ar e d wit h t w o m o u s e d at a b a s e s, t h e I nt er n ati o n al M o u s e P h e n ot y pi n g C o n s orti u m 

(I M P C) d at a b a s e a n d M o u s e G e n o m e I nf or m ati c s ( M GI) d at a b a s e. 1 8 0, 1 8 3  

 

4. 2. 5   S el e cti n g hi g h pri orit y n o v el di s e a s e g e n e c a n di d at e s  
 
Hi g h c o nfi d e n c e p L o F v ari a nt s i n n o v el di s e a s e g e n e c o nt e n d er s w er e s el e ct e d a s c a n di d at e di s e a s e -

c a u si n g v ari a nt s . 

 

4. 2. 6   P h e n ot y p e o v e rl a p  
 
U nr el at e d p ati e nt s w h o s h ar e d a c a n di d at e p L o F v ari a nt i n t h e s a m e g e n e  w er e a s s e s s e d f or p h e n ot y p e 

o v erl a p . T hi s w a s a c hi e v e d b y  c o m p ut ati o n all y c o m p ar i n g H P O t er m s b et w e e n i n di vi d u al s  ( u si n g t h eir 

c o d e d i d e ntifi c ati o n n u m b er) ; a p h e n ot y p e o v erl a p o c c urr e d w h e n a n y si n gl e H P O t er m m at c h e d e x a ctl y. 

G e n e s w er e pri oriti s e d a s Cl a s s 1 c a n di d at e s if m or e t h a n o n e u nr el at e d p ati e nt h ar b o ur e d a c a n di d at e 

di s e a s e -c a u si n g v ari a nt i n t h e s a m e g e n e a n d t h er e w a s a p h e n ot y p e o v erl a p ( T a bl e 4. 1 ). T h e s e n o v el 

di s e a s e g e n e c o nt e n d er s w er e f urt h er c ur at e d a g ai n st t h e lit er at ur e t o a s c ert ai n if t h er e w er e e xi sti n g 

p u bli c ati o n s i m pli c ati n g a n y of t h e g e n e s a s di s e a s e -c a u si n g, pri or t o b ei n g i n d e x e d i n O MI M.  

 

F or n o v el di s e a s e g e n e c o nt e n d er s wit h o nl y o n e p L o F v ari a nt i n t h e c o h ort (i. e., u ni q u e t o o n e i n di vi d u al), 

hi g h -l e v el p h e n ot y p e s w er e c ur at e d f or e a c h p ati e nt b y m a n u all y u p s c ali n g t h eir H P O t er m s t o ali g n wit h 

https://github.com/konradjk/loftee
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t h e t er mi n ol o g y u s e d i n t h e p u bli cl y a c c e s si bl e D E CI P H E R ( D at a b a s E of g e n o mi C v ari ati o n a n d P h e n ot y p e 

i n H u m a n s u si n g E n s e m bl R e s o ur c e s) d at a b a s e (htt p:// d e ci p h er g e n o mi c s. or g ). F or e x a m pl e, 

h y dr o c e p h al u s w a s u p s c al e d t o ‘ di s or d er of t h e n er v o u s s y st e m’ a n d atri al s e pt al d ef e ct w a s c o d e d a s 

‘ di s or d er of t h e c ar di o v a s c ul ar s y st e m’.1 2 7  H i g h-l e v el p h e n ot y p e s of G E L p ati e nt s w er e t h e n c o m p ar e d wit h 

D E CI P H E R p ati e nt s h ar b o uri n g d e n o v o  v ari a nt s ( p L o F or mi s s e n s e) i n t h e s a m e g e n e. D e  n o v o  mi s s e n s e 

v ari a nt s i n D E CI P H E R w er e i n cl u d e d t o i n cr e a s e t h e n u m b er of g e n e s wit h a n a s s o ci at e d p h e n ot y p e f or 

c o m p ari s o n. W h e n hi g h -l e v el p h e n ot y p e s m at c h e d, t h e s e g e n e s w er e cl a s sifi e d a s Cl a s s 2 c a n di d at e s. I n 

Cl a s s 3 c a n di d at e g e n e s, p h e n ot y p e s di d n ot m at c h, or n o c o m p ari s o n w a s a v ail a bl e ( T a bl e 4. 1 ). 

 

T A B L E 4 .1  | C L A S SI FI C A TI O N O F N O V E L DI S E A S E G E N E C O N T E N D E R S  

G e n e  Cl a s s  Cl a s sifi c ati o n r ul e  

Cl a s s 1  p L o F v ari a nt s i d e ntifi e d i n t h e s a m e g e n e i n t w o or m or e u nr el at e d ki n dr e d i n G E L a n d 

at l e a st o n e H P O t er m e x a ctl y m at c h e d b et w e e n aff e ct e d i n di vi d u al s.  

Cl a s s 2  A p L o F v ari a nt i d e ntifi e d i n a g e n e i n o n e aff e ct e d i n di vi d u al i n G E L, w h er e b y at l e a st 

o n e hi g h -l e v el p h e n ot y p e e x a ctl y o v erl a p p e d b et w e e n t h e G E L p ati e nt a n d a n 

i n di vi d u al i n D E CI P H E R wit h a d e n o v o  p L o F or mi s s e n s e v ari a nt i n t h e s a m e g e n e.  

Cl a s s 3  N o o v erl a p i n H P O t er m s b et w e e n p ati e nt s i n G E L wit h p L o F v ari a nt s i n t h e s a m e 

g e n e, or n o o v erl a p i n hi g h -l e v el p h e n ot y p e s b et w e e n G E L p ati e nt s a n d aff e ct e d 

p ati e nt s i n D E CI P H E R wit h d e n o v o  p L o F or mi s s e n s e v ari a nt s i n t h e s a m e g e n e. Or 

n o a v ail a bl e p h e n ot y p e i n D E CI P H E R f or c o m p ari s o n.  

 

4. 2. 7   T a ki n g c a n di d at e s f or w a r d  
 
P er mi s si o n w a s s o u g ht t o s u b mit g e n e s t o G e n e M at c h er2 5 0  f or Cl a s s 1 g e n e s b y filli n g i n Cli ni ci a n C o nt a ct 

R e q u e st f or m s wit hi n t h e R E. T h e s e  f or m s w er e i n di vi d u all y c o m pl et e d f or all Cl a s s 1 c a n di d at e s t o o bt ai n 

m or e d et ail e d a n d c urr e nt p h e n ot y p e i nf or m ati o n fr o m t h e p ati e nt s’ r ef erri n g cli ni ci a n, i n a d diti o n t o 

o bt ai ni n g c o n s e nt t o s h ar e g e n ot y p e s, p h e n ot y p e s, a n d c o n s e nt f or p u bli c ati o n wit h a n y m at c h e s m a d e 

u si n g t h e G e n e M a t c h er n o d e of M M E. W h er e a s u c c e s sf ul  m at c h  o c c urr e d  a n d a c a s e s eri e s w a s alr e a d y 

u n d er w a y, c oll a b or ati o n s w er e s o u g ht wit h t h e  p ati e nt s’ cli ni ci a n t o i n cl u d e t h eir p ati e nt i n t h e e xi sti n g c a s e 

s eri e s. W h er e n o c a s e s eri e s w er e e st a bli s h e d, n e w i nt er e st gr o u p s w er e i niti at e d. T hi s i n v ol v e d c oll e cti n g 

p h e n ot y p e d at a fr o m c oll a b or at or s a n d i niti ati n g c oll a b or ati o n wit h c oll e a g u e s at t h e U ni v er sit y of 

P ort s m o ut h  i n c o n d u cti n g f u n cti o n al e x p eri m e nt s i n X e n o p u s o n  n o v el di s e a s e g e n e c o nt e n d er s.  

http://deciphergenomics.org/
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4. 2. 8   V ali d ati o n of m et h o d  
 
T o v ali d at e w h et h er t h e m et h o d c o ul d c orr e ctl y pr e di ct n o v el di s e a s e g e n e s, n o v el di s e a s e g e n e 

c o nt e n d er s i n 2 0 1 9 w er e c o m p ar e d a g ai n st a n u p d at e d li st of d o mi n a nt O MI M di s e a s e g e n e s fr o m 2 0 2 1, 

i n a d diti o n t o lit er at ur e p u bli s h e d b et w e e n 2 0 1 9 a n d 2 0 2 1. If o n e of t h e pr e di ct e d n o v el di s e a s e g e n e 

c o nt e n d er s  fr o m 2 0 1 9 w a s a d d e d t o O MI M or w a s p u bli s h e d a s a di s e a s e g e n e b et w e e n 2 0 1 9 a n d 2 0 2 1, 

H P O t er m s of G E L p ati e nt s w er e m a n u all y c o m p ar e d wit h t h e cli ni c al p h e n ot y p e s r e p ort e d i n t h e lit er at ur e 

a n d/ or O MI M t o a s s e s s c o n c or d a n c e. T h e  m et h o d w a s c o n si d er e d t o h a v e  c orr e ctl y pr e di ct e d a  di s e a s e 

g e n e w h e n a n y of t h e p ati e nt s i n G E L h a d si g nifi c a nt o v erl a p pi n g f e at ur e s wit h t h e cli ni c al pr e s e nt ati o n 

p u bli s h e d f or v ari a nt s i n t h e s a m e g e n e a n d t h e G E L v ari a nt w o ul d m e et, at mi ni m u m, li k el y p at h o g e ni c 

st at u s b y A C M G -A M P  g ui d eli n e s. 1 2 3, 2 9 2  A n y alt er n ati v e di a g n o s e s m a d e b y N H S a c cr e dit e d g e n eti c s 

l a b or at ori e s b et w e e n 2 0 1 9 a n d 2 0 2 1  w er e al s o a s s e s s e d . 

 

4. 3  R e s ult s  
 
D at a  fr o m t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct ( 1 3, 9 4 9 tri o s, i n v ol vi n g 4 1, 8 4 7 i n di vi d u al s) r e v e al e d 6 4 3 r ar e ( A F 

< 0. 0 0 1), d e n o v o  p L o F e v e nt s filt er e d i n 1, 0 4 4 p L o F -c o n str ai n e d g e n e s (Fi g ur e 4. 2 ). 4 7 5 v ari a nt s w er e i n 

1 4 8 k n o w n O MI M g e n e s ( a s of O ct o b er 2 0 1 9) a n d 1 6 8 w er e i n n o v el di s e a s e g e n e c o nt e n d er s (i n v ol vi n g 

1 2 6 u ni q u e g e n e s). Of t h e s e, 2 7 g e n e s h a d m or e t h a n o n e G E L ki n dr e d aff e ct e d a n d 1 8 h a d o v erl a p pi n g 

p h e n ot y p e s, m e eti n g Cl a s s 1 crit eri a ( T a bl e 4. 2 ). Of t h e s e Cl a s s 1 g e n e s, fi v e w er e a b s e nt fr o m O MI M b ut 

h a d b e e n p u bli s h e d i n t h e lit er at ur e (S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 4 ). Si x m or e of t h e s e g e n e s h a v e si n c e b e e n 

p u bli s h e d a s di s e a s e -c a u si n g g e n e s wit h m at c hi n g p h e n ot y p e s t o t h e G E L pr o b a n d s (T a bl e 4 .2 ).  

 

Ni n e g e n e s h a d m or e t h a n o n e G E L ki n dr e d aff e ct e d b ut t h e p h e n ot y p e s b et w e e n p ati e nt s w er e n o n -

o v erl a p pi n g m e a ni n g t h at t h er e w er e n o e x a ct m at c h e s of H P O t er m s b et w e e n p ati e nt s; 4 g e n e s m et Cl a s s 

2 crit eri a wit h hi g h -l e v el p h e n ot y p e s o v erl a p pi n g wit h D E CI P H E R e ntri e s, a n d 5 g e n e s m et Cl a s s 3 crit eri a 

(S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 4 ). 

 

Ni n et y -ni n e v ari a nt s i n 9 9 u ni q u e g e n e s w er e i d e ntifi e d i n 9 8 i n di vi d u al s ( S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 5 ). Of 

t h e s e, 5 0 g e n e s w er e cl a s sifi e d a s Cl a s s 2 c a n di d at e s m e a ni n g t h eir hi g h-l e v el p h e n ot y p e s o v erl a p p e d 



El e a n or G. S e a b y  | A g e n e-t o-p ati e nt a p pr o a c h a c c el er at e s n o v el di s e a s e g e n e di s c o v er y  

P a g e 1 6 8  of 3 5 6  

 

wit h i n di vi d u al s i n D E CI P H E R h ar b o uri n g d e n o v o  p L o F or mi s s e n s e v ari a nt s i n t h e s a m e g e n e. F ort y -ni n e 

g e n e s w er e Cl a s s 3 m e a ni n g n o p ati e nt s wit hi n G E L or D E CI P H E R h a d m at c hi n g p h e n ot y p e s i n v ol vi n g t h e 

s a m e g e n e .
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F I G U R E 4 .2  | S U M M A R Y O F C L A S S 1,  2  A N D 3  R E S U L T S   

 
S u m m ar y of Cl a s s 1, Cl a s s 2, a n d Cl a s s 3 r e s ult s. Si x h u n dr e d a n d f ort y -t hr e e d e n o v o pr e di ct e d l o s s of f u n cti o n v ari a nt s, wit h a n all el e 

fr e q u e n c y < 0. 0 0 1 w er e i d e ntifi e d i n g e n e s wit h a L O E U F s c or e < 0. 2 fr o m 1 3, 9 4 9 tri o s. F o ur h u n dr e d a n d s e v e nt y-fi v e v ari a nt s w er e i n 

k n o w n di s e a s e ( O MI M) g e n e s. O n e h u n dr e d a n d si xt y -ei g ht v ari a nt s r e m ai n e d i n 1 2 6 u ni q u e n o v el c a n di d at e g e n e s. T h er e w er e 2 7 

g e n e s w h er e b y m or e t h a n o n e p ati e nt h ar b o ur e d a p L o F v ari a nt ( 6 9 v ari a nt s i n t ot al).
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R a pi d a n d a g n o sti c filt eri n g of tri o s i n G E L i d e ntifi e d 1 8 Cl a s s 1 p ut ati v e di s e a s e g e n e s i n 2 0 1 9. R e m o vi n g 

t h e fi v e g e n e s p u bli s h e d i n 2 0 1 9 b ut a b s e nt fr o m O MI M, l eft 1 3 p ut ati v e n o v el di s e a s e g e n e s of w hi c h 

s e v e n  h a v e si n c e b e e n c o nfir m e d a s di s e a s e -c a u si n g g e n e s, m at c hi n g t h e p ati e nt p h e n ot y p e s t h at w er e 

i d e ntifi e d u p t o t w o y e ar s pri or t o p u bli c ati o n (T a bl e 4. 2 ).
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T A B L E 4 .2  | 1 3  P U T A TI V E N O V E L DI S E A S E G E N E S  

G e n e  C o n s e q u e n c e  m a x Fr e q 
( %) 

S h a r e d H P O t e r m s a cr o s s p ati e nt s i n G E L  O v e rl a p pi n g f e at ur e s b et w e e n G E L p ati e nt s a n d 
p u bli s h e d lit e r at ur e  

P u bli c ati o n st at u s ( J u n e 2 0 2 1)  

H D L B P  fr a m e s hift 0. 0 0 0  M a cr o c e p h al y, i nt ell e ct u al di s a bilit y, gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, 
d el a y e d s p e e c h a n d l a n g u a g e d e v el o p m e nt, d el a y e d fi n e a n d 

gr o s s m ot or d e v el o p m e nt, a uti s m  

N/ A  C a s e s eri e s a n d f u n cti o n al st u di e s 
u n d er w a y  

fr a m e s hift 0. 0 0 0  

st art l o st  0. 0 0 0  
RI F 1  fr a m e s hift 0. 0 0 0  D el a y e d s p e e c h a n d l a n g u a g e d e v el o p m e nt, gl o b al 

d e v el o p m e nt al d el a y, d el a y e d gr o s s m ot or d e v el o p m e nt, 
i nt ell e ct u al di s a bilit y 

N/ A  C a s e s eri e s a n d f u n cti o n al st u di e s 
u n d er w a y  fr a m e s hift 0. 0 0 0  

D D X 1 7  fr a m e s hift 0. 0 0 0  H ori z o nt al n y st a g m u s, gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, s k el et al 
a b n or m aliti e s  

N/ A  C a s e s eri e s a n d f u n cti o n al st u di e s 
u n d er w a y  

s pli c e a c c e pt or  0. 0 0 0  
C L A S P 1  st o p g ai n e d  0. 0 2 0  D el a y e d s p e e c h a n d l a n g u a g e, gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, 

d el a y e d gr o s s m ot or d e v el o p m e nt, i nt ell e ct u al di s a bilit y  
N/ A  C a s e s eri e s u n d er w a y  

st o p l o st  0. 0 0 0  

A N K R D 1 2  s pli c e a c c e pt or  0. 0 0 0  I nt ell e ct u al di s a bilit y, gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y N/ A  C a s e s eri e s a n d f u n cti o n al st u di e s 
u n d er w a y  

fr a m e s hift 0. 0 0 1  
fr a m e s hift 0. 0 0 0  

C A S Z 1  fr a m e s hift 0. 0 0 0  I nt ell e ct u al di s a bilit y N/ A  C a s e s eri e s u n d er w a y  
fr a m e s hift 0. 0 0 0  

T A F 4  fr a m e s hift 0. 0 0 0  S ei z ur e s, s p a sti cit y, br ai n atr o p h y, c er e b ell ar si g n s  I nt ell e ct u al di s a bilit y, a b n or m al b e h a vi o ur, a b n or m al br ai n 
M RI  

htt p s:// o nli n eli br ar y. wil e y. c o m/ d oi/f ul
l/ 1 0. 1 0 0 2/ h u m u. 2 4 4 4 4 

st o p g ai n e d  0. 0 0 0  

s pli c e d o n or  0. 0 0 8  
Z N F 2 9 2  fr a m e s hift 0. 0 0 1  Gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, f a ci al s h a p e a b n or m aliti e s, a n d 

i nt ell e ct u al di s a bilit y 
I nt ell e ct u al di s a bilit y, Gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, d el a y e d 

s p e e c h, mi cr o c e p h al y, s k el et al a b n or m aliti e s, s ei z ur e s, 
d y s m or p hi c f e at ur e s, a b n or m al f a c e s h a p e  

htt p s:// w w w. n at ur e. c o m/ arti cl e s/ s 4 1
4 3 6 -0 1 9 -0 6 9 3 -9  fr a m e s hift 0. 0 0 0  

S E T D 1 A  st o p g ai n e d  0. 0 0 0  Gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, i nt ell e ct u al di s a bilit y  D el a y e d s p e e c h a n d l a n g u a g e d e v el o p m e nt, i nt ell e ct u al 
di s a bilit y, s ei z ur e s, gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, d y s m or p hi c 

f a ci al f e at ur e s, h y p ot o ni a 

htt p s://li n k. s pri n g er. c o m/ arti cl e/ 1 0. 1
0 0 7/ s 1 2 2 6 4 -0 1 9 -0 0 4 0 0 -w  

fr a m e s hift 0. 0 0 0  

A N K R D 1 7  st o p g ai n e d  0. 0 0 0  D el a y e d s p e e c h a n d l a n g u a g e d e v el o p m e nt al, d el a y e d gr o s s 
m ot or d e v el o p m e nt, i nt ell e ct u al di s a bilit y 

I nt ell e ct u al di s a bilit y, d el a y e d s p e e c h a n d l a n g u a g e 
d e v el o p m e nt, d y s m or p hi c f e at ur e s  

htt p s:// w w w. s ci e n c e dir e ct. c o m/ s ci e n
c e/ arti cl e/ a b s/ pii/ S 0 0 0 2 9 2 9 7 2 1 0 0 1 3

8 5  

fr a m e s hift 0. 0 0 0  

U S P 7  st o p g ai n e d  0. 0 0 0  Gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y a n d a b n or m al f a ci al s h a p e  I nt ell e ct u al di s a bilit y, s ei z ur e s, h y p ot o ni a, gl o b al 
d e v el o p m e nt al d el a y, f a ci al s h a p e d ef or m ati o n, f e e di n g 

diffi c ulti e s  

htt p s:// w w w. n at ur e. c o m/ arti cl e s/ s 4 1
4 3 6 -0 1 9 -0 4 3 3 -1  

st o p g ai n e d  0. 0 0 7  

T A N C 2  st o p g ai n e d  0. 0 0 0  I nt ell e ct u al di s a bilit y  I nt ell e ct u al di s a bilit y, gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, 
b e h a vi o ur al a b n or m aliti e s, a uti s m, i m p air e d s p e e c h 
d e v el o p m e nt, s ei z ur e s, d el a y e d m ot or d e v el o p m e nt  

htt p s:// w w w. n at ur e. c o m/ arti cl e s/ s 4 1
4 6 7 -0 1 9 -1 2 4 3 5 -8  

fr a m e s hift 0. 0 0 0  

S P E N  st o p g ai n e d  0. 0 0 0  I nt ell e ct u al di s a bilit y D e v el o p m e nt al d el a y/i nt ell e ct u al di s a bilit y, a uti s m s p e ctr u m 
di s or d er, b e h a vi o ur al  a b n or m aliti e s, d y s m or p hi c f e at ur e s, 

a n d o b e sit y/i n cr e a s e d B MI  

htt p s:// w w w. s ci e n c e dir e ct. c o m/ s ci e n
c e/ arti cl e/ a b s/ pii/ S 0 0 0 2 9 2 9 7 2 1 0 0 0 1

5 X  

st o p g ai n e d  0. 0 0 0  

A t a bl e of 1 3 p ut ati v e n o v el di s e a s e g e n e s i d e ntifi e d fr o m a n al y si s i n 2 0 1 9. S h ar e d p h e n ot y p e s b et w e e n p ati e nt s i n v ol vi n g p L o F v ari a nt s i n t h e s a m e g e n e ar e li st e d. Gr e y c ell s 
hi g hli g ht c a n di d at e s t h at h a v e si n c e b e e n p u bli s h e d i n J u n e 2 0 2 1. F or t h e s e, s h ar e d p h e n ot y p e s b et w e e n p ati e nt s i n G E L a n d p a ti e nt s i n cl u d e d i n p u bli c ati o n s b y 2 0 2 1 ar e 
r e c or d e d. A b br e vi ati o n s: B MI –  b o d y m a s s i n d e x; G E L –  G e n o mi c s E n gl a n d; H P O –  H u m a n p h e n ot y p e o nt ol o g y; M a x Fr e q –  M a xi m u m all el e fr e q u e n c y i n g n o m A D v 2. 1. 1 a n d 1 0 0 0 
G e n o m e s p h a s e 3 d at a; N/ A –  n ot a v ail a bl e f or c o m p ari s o n .

https://www.nature.com/articles/s41436-019-0693-9
https://www.nature.com/articles/s41436-019-0693-9
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0002929721001385
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0002929721001385
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0002929721001385
https://www.nature.com/articles/s41436-019-0433-1
https://www.nature.com/articles/s41436-019-0433-1
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S000292972100015X
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S000292972100015X
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S000292972100015X
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4. 3. 1   I n v e sti g ati n g a n d v ali d ati n g p ut ati v e di s e a s e g e n e s  
 
B y 2 0 2 3 , 24 / 1 2 6 ( 19 % ) of t h e n o v el di s e a s e g e n e c o nt e n d er s i d e ntifi e d w er e p u bli s h e d b y i n d e p e n d e nt 

gr o u p s. Cl a s s 1 c a n di d at e s w er e t h e hi g h e st pr e di ct or s of di s e a s e g e n e s wit h 1 2/ 1 8 ( 6 7 %) h a vi n g b e e n 

f u n cti o n all y v ali d at e d a n d p u bli s h e d c o nfir mi n g t h eir st at u s a s n e w di s e a s e g e n e s. Of t h e Cl a s s 2 a n d Cl a s s 

3 g e n e s o c c urri n g i n u ni q u e i n di vi d u al s, 2/ 5 0 ( 4 %) a n d 1 0/ 4 9 ( 2 0 %) h a v e b e e n p u bli s h e d wit h e vi d e n c e of 

c a u s alit y, r e s p e cti v el y. Of t h e r e m ai ni n g si x Cl a s s 1 g e n e s y et t o b e v ali d at e d, c a s e s eri e s/ a n d or  f u n cti o n al 

e x p eri m e nt s ar e u n d er w a y. B y 2 0 2 3 , 2 0  p ati e nt s h a d li k el y p at h o g e ni c or p at h o g e ni c v ari a nt s i n d e p e n d e ntl y 

i d e ntifi e d i n alt er n ati v e k n o w n di s e a s e g e n e s b y G E L di a g n o sti c l a b or at ori e s. I n t ot al, 1 2 6 n o v el di s e a s e 

g e n e c o nt e n d er s  w er e i d e ntifi e d . 

 

4. 4  Di s c u s si o n  
 
A n o bj e cti v e filt eri n g str at e g y w a s r a pi dl y a p pli e d a cr o s s a l ar g e c o h ort a n d i d e ntifi e d 1 8 hi g h -c o nfi d e n c e 

p ut ati v e n o v el di s e a s e g e n e s of w hi c h 1 2/ 1 8 ( 6 7 %) h a v e si n c e b e e n v ali d at e d t hr o u g h f u n cti o n al 

e x p eri m e nt s a n d c o nfir m e d a s di s e a s e -c a u si n g. A d diti o n all y, f urt h er 1 0 8 n o v el di s e a s e g e n e c o nt e n d er s  

w er e i d e ntifi e d .  

 

I n t ot al, 2 4/ 1 2 6 ( 1 9 %) of t h e g e n e s i d e ntifi e d i n t h e st u d y h a v e b e e n v ali d at e d a s di s e a s e -c a u si n g a n d 

di a g n o s e s ar e b ei n g r et ur n e d t o p ati e nt s w h o w o ul d ot h er wi s e h a v e a n e g ati v e g e n o m e r e p ort. T hi s w a s 

a c hi e v e d b y a t ar g et e d g e n e -t o-p ati e nt a p pr o a c h a p pli e d t o t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct wit h t h e p o w er 

t o d et e ct v er y r ar e, p L o F v ari ati o n i n g e n e s m o st i nt ol er a nt t o L o F. H o w e v er, o nl y i n ti m e will t h e f ull 

s p e cifi cit y a s w ell a s s e n siti vit y of t h e  a p pr o a c h  b e d et er mi n e d . 

 

4. 4. 1   Cl a s s 1 g e n e s a n d i nt e r n al m at c h e s i n G E L  
 
Si n c e i niti al a n al y si s, 1 2/ 1 8 ( 6 7 %) Cl a s s 1 g e n e s h a v e u n d er g o n e f u n cti o n al v ali d ati o n a n d b e e n p u bli s h e d 

b y i n d e p e n d e nt gr o u p s c o nfir mi n g t h eir st at u s a s n o v el di s e a s e -g e n e di s c o v eri e s a n d  it i s a nti ci p at e d t h at  

t hi s n u m b er t o i n cr e a s e o v er ti m e. Cl a s s 1 g e n e s o ut p erf or m e d Cl a s s e s 2 a n d 3 ( Fi s h er’ s e x a ct t e st 

< 0. 0 0 0 1) li k el y d u e t o t h e gr e at er s p e cifi cit y a n d gr a n ul arit y of p h e n ot y p e s a v ail a bl e f or i nt er n al m at c hi n g 

wit hi n G E L.  
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T h er e w er e ni n e g e n e s w h er e b y u nr el at e d p ati e nt s i n G E L h a d p L o F v ari a nt s i n t h e s a m e g e n e, y et n o 

p ati e nt s h ar e d t h e s a m e H P O t er m. H o w e v er, t hr e e of t h e s e g e n e s h a v e si n c e b e e n p u bli s h e d a n d t h e 

p u bli s h e d p h e n ot y p e s o v erl a p wit h t h e G E L p ati e nt s ( S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 4 ). T hi s m a y b e e x pl ai n e d 

b y v ari a bilit y i n H P O t er m s r e p ort e d i n G E L; s o m e p ati e nt s h a d m a n y H P O t er m s r e c or d e d, y et ot h er s h a d 

o nl y o n e or t w o. I n T a bl e 4. 2 , p ati e nt s wit h p L o F v ari a nt s i n S P E N  a n d T A N C 2  o nl y o v erl a p p e d b y o n e 

H P O t er m (i nt ell e ct u al di s a bilit y). Y et, w h e n t h e di s e a s e p h e n ot y p e w a s f urt h er d eli n e at e d i n p u bli s h e d 

c a s e s eri e s f or b ot h g e n e s, m a n y m or e f e at ur e s o b s er v e d i n t h e G E L p ati e nt s w er e c o n si st e nt wit h t h e 

r e p ort e d p h e n ot y pi c s p e ctr um. T hi s hi g hli g ht s t h e n e e d f or l o n git u di n al a n d d e e p p h e n ot y pi n g d at a i n 

a ut o m at e d g e n e di s c o v er y st u di e s.  

 

D u e t o t h e a ut o m at e d pr o c e s s of e x a ct H P O t er m m at c hi n g b et w e e n G E L p ati e nt s, t h er e w a s p ot e nti al  t o 

mi s s o v erl a p pi n g p h e n ot y p e s r e c or d e d wit h s u btl y diff er e nt n o m e n cl at ur e, e. g. o n e p ati e nt wit h i nt ell e ct u al 

di s a bilit y ( H P: 0 0 0 1 2 4 9) w o ul d n ot m at c h a n ot h er p ati e nt wit h mil d i nt ell e ct u al di s a bilit y ( H P: 0 0 0 1 2 5 6).  

 

4. 4. 2   Cl a s s 2 a n d 3 g e n e s  
 
M or e Cl a s s 3 g e n e s 1 0/ 5 0 ( 2 0 %), w er e p u bli s h e d a s n o v el c a u s al g e n e s b y 2 0 2 1 t h a n Cl a s s 2 g e n e s 2/ 4 9 

( 4 %); Fi s h er’ s e x a ct t e st 0. 0 2 7. T hi s m a y b e d u e t o s m all s a m pl e si z e s b ut c o ul d r efl e ct a w e a k n e s s i n 

Cl a s s 2 a n d 3 cl a s sifi c ati o n ( T a bl e 4. 1 ). C o m p ari n g hi g h-l e v el p h e n ot y p e s i s p ot e nti all y pr o bl e m ati c a s it 

l a c k s t h e gr a n ul arit y r e q uir e d t o a s s e s s cli ni c al o v erl a p. F urt h er m or e, hi g h-l e v el p h e n ot y p e s of G E L p ati e nt s 

w er e c o m p ar e d wit h p ati e nt s i n D E CI P H E R h ar b o uri n g d e n o v o  mi s s e n s e v ari a nt s, w hi c h ar e c o n si d er a bl y 

m or e c o m m o n a n d l e s s li k el y t o b e p at h o g e ni c, i n cr e a si n g t h e p o s si bilit y of f al s e di s e a s e -p h e n ot y p e 

a s s o ci ati o n s. A d diti o n all y, it i s p o s si bl e t h at s o m e p ati e nt s i n t h e c o h ort w er e al s o i n D E CI P H E R, h o w e v er 

d u e t o d at a a n o n y mit y t hi s c o ul d n ot b e v erifi e d.  

 

4. 4. 3   L e s s o n s l e a r nt  
 
Cl a s s 2 a n d Cl a s s 3 g e n e s m a y b e b ett er a s s e s s e d t hr o u g h M M E. S h ari n g m or e d et ail e d p h e n ot y p e d at a 

w o ul d pr o vi d e t h e gr a n ul arit y t o a s s e s s tr u e cli ni c al o v erl a p. I n G E L, t hi s st e p i n v ol v e d c o nt a cti n g t h e 
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p ati e nt’ s cli ni ci a n f or p er mi s si o n t o s h ar e d at a wit h m at c h e s t hr o u g h M M E; a n d t hi s pr o c e s s w a s n ot al w a y s 

s u c c e s sf ul. A s M M E i n v ol v e s m a n u al c orr e s p o n d e n c e b et w e e n p e er s, t hi s c a n n ot b e e a sil y a ut o m at e d, 

hi g hli g hti n g t h e a d v a nt a g e s of i nt er n al p h e n ot y p e m at c hi n g wit hi n t h e s a m e c o h ort. M M E h a s b e e n f ull y 

utili s e d f or n o v el g e n e c a n di d at e s f oll o wi n g c o nt a ct wit h t h e r ef erri n g cli ni ci a n, h o w e v er pr e s e nti n g t h e s e 

r e s ult s i s n ot p o s si bl e d u e t o r e stri cti o n s o n d at a s h ari n g . 

 

4. 4. 4   N o v el g e n e di s c o v e r y r e m ai n s ti m e  c o n s u mi n g  
 
W hil st t h e m et h o d pr e s e nt e d i s r a pi d at i d e ntif yi n g hi g hl y pr o mi si n g n o v el c a n di d at e g e n e s, t h er e r e m ai n s 

p er si st e nt ti m e r e q uir e m e nt s t o v ali d at e a n y r e s ult s t hr o u g h c a s e s eri e s a n d f u n cti o n al e x p eri m e nt s; 

h o w e v er, t h e str e n gt h of t h e m et h o d i s i n r a pi dl y i d e ntif yi n g w hi c h V U S s t o p ur s u e a n d t h er ef or e s h ort e ni n g 

t h e pr o c e s s of di s c o v er y. S i x Cl a s s 1 g e n e s h a v e b e e n i d e ntifi e d a n d c a s e s eri e s ar e u n d er w a y i n all.  

F u n cti o n al st u di e s h a v e st art e d i n  f o ur Cl a s s 1  g e n e s  (T a bl e 4. 2 ) a n d t w o g e n e s ar e pr e s e nt e d i n t hi s t h e si s 

(C h a pt er s 5  a n d 6 ). T h er ef or e, t hi s  m et h o d pr o vi d e s t h e o p p ort u nit y t o i d e ntif y s ali e nt c a n di d at e s f or f oll o w -

o n st u di e s, pr o vi di n g  p ati e nt s wit h t h e o p p ort u nit y t o  h a v e t h eir “ m o st d a m a gi n g” V U S i n v e sti g at e d, w h e n 

t y pi c all y, n o c a n di d at e s w o ul d h a v e b e e n p ur s u e d. 

 
4. 4. 5   Cli ni c al i m pli c ati o n s  
 
T h e di s c o v er y of n o v el di s e a s e g e n e s f a cilit at e s b ot h a nt er o gr a d e a n d r etr o gr a d e di a g n o s e s f or p ati e nt s. 

Cli ni c al g e n e p a n el s ar e c o n st a ntl y u p d at e d a s n e w g e n e s ar e di s c o v er e d. Alt h o u g h n ot c o m m o n pl a c e, 

t h er e ar e i n cr e a si n g dri v e s t o r e-a n al y s e e xi sti n g e x o m e a n d g e n o m e d at a c o n si d eri n g n o v el di s c o v eri e s. 2 9 3  

 

M a ki n g di a g n o s e s i s e xtr e m el y i m p ort a nt f or p ati e nt s a n d t h eir f a mili e s a n d h el p s t o e n d t h e n ot ori o u s 

“ di a g n o sti c o d y s s e y” of r ar e g e n eti c di s e a s e t h at b ur d e n s s o m a n y p ati e nt s. W hil st f or m a n y p ati e nt s, a 

m ol e c ul ar di a g n o si s d o e s n ot off er a n i m m e di at e t h er a p y, di a g n o s e s ar e still hi g hl y v al u a bl e a n d c a n li n k 

p ati e nt s a n d f a mili e s wit h s u p p ort n et w or k s, pr o vi d e k n o wl e d g e o n di s e a s e pr o g n o si s, f a cilit at e p arti ci p ati o n 

i n f oll o w-o n r e s e ar c h st u di e s, a n d i nf or m r e pr o d u cti v e c h oi c e s. 1  H o w e v er, f or a s u b s et of p ati e nt s, a 

di a g n o si s d o e s c o nf er a c c e s s t o lif e -alt eri n g t h er a pi e s i n cl u di n g r e p ur p o s e d dr u g s, g e n e a u g m e nt ati o n 

t h er a pi e s, s m all m ol e c ul e t h er a pi e s, a n d a nti s e n s e oli g o n u cl e oti d e s.  
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T hi s  m et h o d e xt e n d s b e y o n d n o v el g e n e di s c o v er y a n d i s b ei n g utili s e d t o r a pi dl y i d e ntif y p at h o g e ni c 

v ari a nt s i n k n o w n di s e a s e g e n e s. T h e s e d at a ar e pr e s e nt e d i n C h a pt er 7 . 

 
4. 4. 6   C o n si d e r ati o n s a n d li mit ati o n s  
 

4. 4. 6. 1   R e q uir e s t ri o s wit h pr e d o mi n a ntl y n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e s  

 
T ri o s w er e utili s e d  f or d e n o v o  a n al y si s, m e a ni n g t h at f a mili e s wit h o ut tri o d at a w er e e x cl u d e d ; t hi s r ai s e s 

a  l e giti m at e c o n c er n r e g ar di n g g e n eti c  t e st i n e q uit y a cr o s s t h e gl o b e. It i s i m p ort a nt t o c a uti o n o n t h e  

i nt er pr et a bilit y of p L o F v ari a nt s i n c o n str ai n e d g e n e s wit h o ut a v ail a bl e s e gr e g ati o n d at a. I t h a s b e e n 

c al c ul at e d t h at if tri o d at a w er e u n a v ail a bl e i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct, > 2 1 0 0 hi g h pri orit y p L o F 

v ari a nt s  w o ul d n e e d c ur ati n g , of w hi c h m a n y w o ul d b e pr e s e nt i n a n u n aff e ct e d p ar e nt. I n f a ct, i n t h e 

1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct , o nl y 6 % of p L o F v ari a nt s p a s si n g Q C i n n o v el g e n e s c o n str ai n e d f or L o F  w er e 

d e n o v o .2 9 4  T h er ef or e, w h er e p o s si bl e, tri o d at a still r e m ai n s t h e m o st p o w erf ul t o ol t o i n cr e a s e c o nfi d e n c e 

i n p L o F v ari a nt p at h o g e ni cit y. F or cir c u m st a n c e s w h er e s e gr e g ati o n i s u n a v ail a bl e, m or e c a uti o n i n t h e 

i nt er pr et ati o n of p L o F v ari a nt s i s r e c o m m e n d e d. 

  

T h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct i s e nri c h e d f or p ati e nt s wit h r ar e n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er s a n d 

t h er ef or e t h er e i s ri s k w h e n c o m p ari n g p ati e nt p h e n ot y p e s wit hi n a c o h ort e nri c h e d f or si mil ar 

p h e n ot y p e s. 1 3 2  C a uti o n w a s a p pli e d w h e n  d efi ni n g ‘p h e n ot y p e o v erl a p ’ a s a n y t w o p ati e nt s e x a ctl y 

m at c hi n g o n o n e H P O t er m, h o w e v er d u e t o t h e v ari a bilit y i n n u m b er of H P O t er m s r e p ort e d i n G E L, t hi s 

m a xi mi s e d s e n siti vit y of Cl a s s 1 g e n e s a n d e n a bl e d t h e c orr e ct pr e di ct i o n of S P E N  a n d  T A N C 2  a s n o v el 

di s e a s e g e n e s.  

4. 4. 6. 2   St ati sti c al ri g o r  

 
T h e l ar g e n u m b er of n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er s i n t h e d at a s et c a u s e d b y m a n y h et er o g e n o u s g e n e s 

pr e cl u d e s t h e r eli a bilit y of st ati sti c al m et h o d s t o c o nfir m/r ef ut e n o v el di s e a s e g e n e c o nt e n d er s, alt h o u g h 

wit h o n g oi n g g e n o m e s e q u e n ci n g i n t h e U K t hi s will li k el y b e o v er c o m e. F urt h er, t h er e w a s s p e cifi c f o c u s  

o n p L o F v ari a nt s o nl y, m e a ni n g t h at t h er e i s i n s uffi ci e nt p o w er e v e n wit h 3 d e n o v o  v ari a nt s p er g e n e (t h e 
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m a xi m u m o b s er v e d f or cl a s s 1 c a n di d at e s) t o r e a c h st ati sti c al si g nifi c a n c e u si n g a c a s e/ c o ntr ol Fi s h er’ s 

t e st a n d m ulti pl e t e st c orr e cti o n.2 1 2  I n st e a d t h er e i s r eli a n c e o n t h e e st a bli s h e d a p pr o a c h of i d e ntif yi n g 

o v erl a p pi n g p h e n ot y p e s t o f urt h er pri oriti s e t h e b e st c a n di d at e s f or f u n cti o n al v ali d ati o n.  

 

4. 4. 6. 3   A ll el e f r e q u e n c y 

 
A  li b er al A F of < 0. 0 0 1 w a s u s e d , y et t h e hi g h e st v ari a nt fr e q u e n c y o b s er v e d w a s 0. 0 0 0 2. T h e pr e s e n c e of 

t h e s e r ar e, d e n o v o  v ari a nt s wit hi n g n o m A D c o ul d r e pr e s e nt r e c urr e nt d e n o v o  v ari ati o n. 2 9 5  W hil e a m or e 

r e stri cti v e A F w o ul d i n cr e a s e c o nfi d e n c e of p at h o g e ni cit y, p at h o g e ni c di s e a s e v ari a nt s c a n b e pr e s e nt i n 

p o p ul ati o n d at a b a s e s d u e t o i n c o m pl et e p e n etr a n c e, eff e ct s of ci s -r e g ul at or y v ari ati o n, a n d a d ult -o n s et 

di s e a s e. 2 8 0  N e v ert h el e s s, t hi s st u di e d  c o h ort i s pr o b a bl y d e pl et e d f or a d ult -o n s et di s e a s e s a s e arl y -o n s et 

c o n diti o n s ar e m or e li k el y t o h a v e c o m pl et e tri o s.  

 

4. 4. 6. 4   Pri oriti si n g h a pl oi n s uffi ci e n c y  

 
T hi s  m et h o d i s e nri c h e d f or h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s, a n d bi all eli c o b s er v ati o n s w er e n ot pri oriti s e d 

i n t hi s a n al y si s. 1 3 3  U si n g a L O E U F s c or e < 0. 2 (t o p d e cil e), e n a bl e d s el e ct i o n of t h e g e n e s m o st hi g hl y 

c o n str ai n e d f or L o F, alt h o u g h t h e e x p e ct ati o n w a s t h at t h e s e w o ul d b e a s s o ci at e d wit h d o mi n a nt 

i n h erit a n c e, m e a ni n g t h e a p pr o a c h i s n ot e nri c h e d f or a ut o s o m al r e c e s si v e n o v el g e n e di s c o v er y.  S e v er al 

g e n e s i n t h e t o p d e cil e m a y b e e m br y o ni c all y l et h al, alt h o u g h o b s er v ati o n of d e n o v o  L o F v ari a nt s i n  t h e s e 

g e n e s i s n ot e x p e ct e d i n t hi s c o h ort. Wit h hi g h er L O E U F t hr e s h ol d s it i s li k el y t h at f urt h er h a pl oi n s uffi ci e nt 

di s e a s e g e n e s a n d e v e n m or e r e c e s si v e di s e a s e g e n e s will b e f o u n d, b ut at t h e e x p e n s e of i n cr e a s e d 

n oi s e. 1 3 3  

4. 4. 6. 5   Cl a s sifi c ati o n of p L o F v a ri a nt s  

 
S t art l o s s a n d st o p l o s s w er e i n cl u d e d wit hi n t h e c at e g or y of L o F v ari a nt s, h o w e v er t h e s e v ari a nt s oft e n d o 

n ot c o n stit ut e tr u e L o F a n d s h o w s el e cti o n si g n at ur e s m or e si mil ar t o mi s s e n s e v ari a nt s. 1 1 6  Si x  st art/ st o p 

l o s s v ari a nt s w er e o b s er v e d , a n d t h er ef or e p ot e nti al mi s cl a s sifi c ati o n of t h e s e v ari a nt s i s n ot e x p e ct e d t o 

h a v e s u b st a nti v el y i m p a ct e d t h e a n al y si s. T h e  c urr e nt a n al y si s str at e g y al s o mi s s e s ot h er L o F v ari a nt s e. g. 

u ntr a n sl at e d r e gi o n v ari a nt s, e xt e n d e d s pli c e sit e, a n d str u ct ur al v ari a nt s ( S V). R e s e ar c h i nt o t h e s e 
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p ot e nti al L o F di sr u pti n g v ari a nt s u si n g t o ol s s u c h a s U T R a n n ot at or 2 9 6 , s pli c e AI6 4  m a y f urt h er e x p a n d t h e 

di s e a s e g e n e c a n di d at e li st.  

4. 4. 6. 6   F al s e p o siti v e p L o F v a ri a nt s  

 
N ot all p L o F v ari a nt s tr ul y c a u s e L o F; m a n y ar e e nri c h e d f or t e c h ni c al, r e s c u e, a n d i m p a ct err or s  ( s e e 

C h a pt er 3 ).1 3 3, 2 8 0  W hil st i n sili c o t o ol s c a n i d e ntif y s o m e of t h e s e err or s, m a n u al c ur ati o n i s t h e m o st 

eff e cti v e m et h o d t o i d e ntif y p ot e nti al f al s e p o siti v e s. 2 8 0  H o w e v er, t hi s pr o c e s s i s e xtr e m el y ti m e -c o n s u mi n g 

a n d n ot y et st a n d ar di s e d; t h er ef or e t h er e i s ri s k t h at f al s e p o siti v e L o F v ari a nt s  w er e i n cl u d e d  i n t h e 

a n al y si s. 2 8 0  It i s e x p e ct e d t h at t h e s e f al s e p o siti v e s ar e m or e li k el y t o b e v ari a nt s wit h hi g h er all el e 

fr e q u e n ci e s i n g n o m A D or i n Cl a s s 2 a n d 3 g e n e s w h er e b y d et ail e d p h e n ot y p e d at a c a n n ot b e a s s e s s e d 

f or o v erl a p. I n d e e d, 1 5 of t h e p L o F v ari a nt s i n Cl a s s 2 a n d 3 g e n e s w er e i n i n di vi d u al s w h o h a d a n 

alt er n ati v e di s e a s e -c a u si n g v ari a nt ( S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 5 ). W hil st t hi s d o e s n ot r ul e o ut t h e p ot e nti al 

f or a s e c o n d di a g n o si s, w hi c h o c c ur s u p t o 5 % of t h e ti m e1 2 2 , it d o e s r ai s e t h e p o s si bilit y of a v ari a nt wit h o ut 

f u n cti o n al i m p a ct. 

4. 5  C o n cl u si o n  
 
Utili si n g a l ar g e c o h ort a n d a d o pti n g a hi g hl y effi ci e nt g e n e -b a s e d a p pr o a c h c a n a c c el er at e n o v el g e n e 

di s c o v er y a n d t ar g et t h e m o st a p pr o pri at e v ari a nt s a n d g e n e s f or f u n cti o n al v ali d ati o n. T hi s c a n u plift 

di a g n o sti c r at e s a n d a d d n e w di s e a s e g e n e s t o cli ni c al g e n e p a n el s.  

 

A s r ar e di s e a s e c o h ort s c o nti n u e t o i n cr e a s e, t h er e i s i n cr e a si n g d e m a n d t o a ut o m at e a n al y s e s a n d r e d u c e 

t h e b ur d e n of v ari a nt s r e q uiri n g a n al y si s b y cli ni c al s ci e nti st s. Wit h i n cr e a si n g st u d y si z e s, t hi s m et h o d 

s h o ul d b e b ett er p o w er e d t o d et e ct r ar e di s e a s e -c a u si n g v ari ati o n s h ar e d a cr o s s i n di vi d u al s b ut 

n e c e s sit at e s r e al -ti m e c o m p ari s o n t o pr e vi o u sl y g e n er at e d l ar g e d at a s et s if t h e a p pr o a c h i s t o b e u s e d i n 

r o uti n e di a g n o sti c s. A s s e s si n g p h e n ot y p e o v erl a p i s a n i m p ort a nt m et h o d ol o gi c al st e p  a n d , wit h dri v e s 

t o w ar d s d at a s h ari n g, t h er e i s o p p ort u nit y t o s e c ur el y a c c e s s d at a a n d a p pl y a ut o m at e d p h e n ot y p e 

m at c hi n g wit hi n a n d a cr o s s c o h ort s u si n g tr u st e d r e s e ar c h e n vir o n m e nt s, s u c h a s t h e N H G RI’ s G e n o mi c 

D at a S ci e n c e A n al y si s, Vi s u ali s ati o n, a n d I nf or m ati c s L a b ( A n VI L) s p a c e. 2 9 7   
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It i s a nti ci p at e d t h at t hi s m et h o d c a n b e a p pli e d b y ot h er r e s e ar c h er s t o t h eir o w n c o h ort s; h o w e v er,  it i s 

i m p ort a nt t o e m p h a si s e n e e d f or tri o a n al y s e s, a n d e n c o ur a g e pr u d e n c e w h e n d et er mi ni n g w h at c o n stit ut e s 

L o F. T hi s w or k d e m o n str at e s  t h at g e n e-b a s e d a p pr o a c h e s c a n s u c c e s sf ull y i d e ntif y n o v el di s e a s e g e n e s, 

a n d wit h l ar g er r ar e di s e a s e c o h ort s it i s h o p e d t h at m or e di s c o v eri e s will b e i d e ntifi e d f or t h e b e n efit of 

p ati e nt s, t h eir f a mili e s, a n d t h e wi d er s ci e ntifi c c o m m u nit y.
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C h a pt e r 5  | S e a b y -E n ni s S y n dr o m e  
 

5 . 0  C o nt ri b uti o n st at e m e nt  
 
T hi s c h a pt er b uil d s u p o n t h e r e s ult s of C h a pt er 4 , w h er e b y D D X 1 7  w a s i d e ntifi e d a s a n o v el di s e a s e g e n e 

c a n di d at e. I c ur at e d a n i nt er n ati o n al c a s e s eri e s  of 1 1 p ati e nt s, o bt ai ni n g c o n s e nt a n d d et ail e d p h e n ot y p e 

d at a,  a n d c o or di n at e d a n eff ort bri n gi n g t o g et h er l o c al a n d i nt er n ati o n al c oll a b or at or s t o f u n cti o n all y v ali d at e 

t h e g e n e a s di s e a s e-c a u si n g. X e n o p u s  m o d elli n g w a s p erf or m e d b y A. G o d wi n, T. Fl et c h er, a n d M. G uill e  

at t h e U ni v er sit y of P ort s m o ut h . M o u s e m o d elli n g w a s u n d ert a k e n b y J. C o ur c h et’ s l a b or at or y i n L y o n. 

R N A -s e q a n al y si s w a s p erf or m e d b y C. B o ur g e oi s’ l a b or at or y i n L y o n. All ot h er w or k i s m y o w n. T hi s w or k 

i s a v ail a bl e a s a fir st-a ut h or pr e pri nt  a n d i s i n r e vi e w at t h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s : S E A B Y, 

E. G., G o d wi n, A., Cl er c, V., … E n ni s, S. ( 2 0 2 3). M o n o all eli c d e n o v o v ari a nt s i n D D X 1 7 c a u s e a n o v el 

n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er. m e d R xi v, 2 0 2 3 -0 9.  

 

5 . 1 I nt r o d u cti o n 
 
R N A h eli c a s e s h a v e e s s e nti al bi o c h e mi c al r ol e s i n all a s p e ct s of R N A m et a b oli s m, i n cl u di n g u n wi n di n g a n d 

a n n e ali n g R N A m ol e c ul e s a n d r e m o d elli n g ri b o n u cl e o pr ot ei n c o m pl e x e s. 2 9 8, 2 9 9  T h e y s h ar e t w el v e 

c o n s er v e d m otif s i n cl u di n g t h e si g n at ur e D E A D m otif c o m pr o mi si n g t h e a mi n o a ci d s e q u e n c e A s p -Gl u -Al a -

A s p. D D X 1 7, al s o k n o w n a s D E A D b o x pr ot ei n 1 7, ( a n d it s cl o s e h o m ol o g D D X 5), ar e hi g hl y e n er g y 

d e p e n d e nt D E A D -b o x R N A h eli c a s e s i n v ol v e d  i n di v er s e c ell ul ar pr o c e s s e s, n ot a bl y g e n e e x pr e s si o n, 

bi o g e n e si s of mi R N A s vi a t h eir i nt er a cti o n wit h t h e Dr o s h a/ D G C R 8 c o m pl e x, a n d t h e r e g ul ati o n of c ell f at e 

s wit c h e s a n d bi ol o gi c al tr a n siti o n s. 3 0 0, 3 0 1  T h e y ar e c or e g ul at or s of s e v er al tr a n s cri pti o n f a ct or s i n cl u di n g 

M Y O D, a m a st er r e g ul at or of m u s cl e diff er e nti ati o n a n d S M A D pr ot ei n s, w hi c h m e di at e tr a n sf or mi n g gr o wt h 

f a ct or b et a i n d u c e d e pit h eli al-t o-m e s e n c h y m al tr a n siti o n. 3 0 1, 3 0 2  A d diti o n all y, t h e y ar e c o m p o n e nt s of t h e 

s pli c e o s o m e a n d r e g ul at e alt er n ati v e s pli ci n g.  

 

D D X 1 7 , l o c at e d o n c hr o m o s o m e 2 2 q 1 3. 2, h a s b e e n s h o w n t o b e i n v ol v e d i n t h e c o ntr ol of R e pr e s s or 

El e m e nt 1 -sil e n ci n g tr a n s cri pti o n f a ct or ( R E S T) r el at e d pr o c e s s e s t h at ar e criti c al d uri n g t h e e arl y p h a s e s 
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of n e ur o n al diff er e nti ati o n. 3 0 3  T hr o u g h it s a s s o ci ati o n wit h R E S T, D D X 1 7 pr o m ot e s it s bi n di n g t o t h e 

pr o m ot er of c ert ai n R E S T -t ar g et e d g e n e s a n d c or e g ul at e s t h e tr a n s cri pti o n al r e pr e s si o n a cti vit y of R E S T. 

D D X 1 7 a n d t h e R E S T c o m pl e x ar e d o w nr e g ul at e d d uri n g n e ur o bl a st o m a c ell diff er e nti ati o n, aff e cti n g 

a cti v ati o n of n e ur o n al g e n e s. F urt h er m or e, D D X 1 7 a n d D D X 5 r e g ul at e t h e e x pr e s si o n of m ulti pl e pr o n e ur al 

mi cr o R N A s w hi c h t ar g et t h e R E S T c o m pl e x d uri n g n e ur o g e n e si s, i m pli c ati n g D D X 1 7 i n n e ur o n al g e n e 

r e pr e s si o n.3 0 3  I n 2 0 2 2, S ut h a p ot et al. 3 0 4  f o c u s e d o n c h ar a ct eri si n g c hr o m ati n o c c u p a n c y of D D X 1 7 a n d 

D D X 5 i n h P S C s N T E R A 2 a n d t h eir n e ur o n al d eri v at e s. T h e y s h o w e d t h at t h e e x pr e s si o n of b ot h h eli c a s e s 

i s a b u n d a nt t hr o u g h o ut n e ur al diff er e nti ati o n of t h e h P S C s N T E R A 2, pr ef er e nti all y l o c ali s e d withi n t h e 

n u cl e u s a n d t h at t h e y o c c u p y c hr o m ati n g e n o m e -wi d e at r e gi o n s a s s o ci at e d wit h g e n e s r el at e d t o 

n e ur o g e n e si s. B ot h D D X 1 7 a n d D D X 5 ar e m ut u all y r e q uir e d f or c o ntr olli n g tr a n s cri pti o n al e x pr e s si o n of 

t h e s e n e ur o g e n e si s-a s s o ci at e d g e n e s b ut ar e n ot i m p ort a nt f or m ai nt e n a n c e of t h e st e m c ell st at e of 

h P S C s. I n c o ntr a st, t h e y ar e criti c al f or e arl y n e ur al diff er e nti ati o n of h P S C s, p o s si bl y d u e t o t h eir r ol e i n 

t h e u pr e g ul ati o n of k e y n e ur o g e ni c tr a n s cri pti o n f a ct or s s u c h a s S O X 1, S O X 2 1, S O X 2, A S C L 1, N E U R OG 2 

a n d P A X 6. Criti c all y, D D X 1 7 a n d D D X 5 ar e i m p ort a nt f or diff er e nti ati o n of h P S C s t o w ar d s N E S TI N a n d 

T U B B 3 p o siti v e c ell s, w hi c h r e pr e s e nt n e ur al pr o g e nit or s a n d m at ur e n e ur o n s, r e s p e cti v el y. H o w e v er, 

t h o s e st u di e s u s e d a D D X 1 7 a n d D D X 5 c o-d e pl eti o n a p pr o a c h t o a d dr e s s t h e f u n cti o n of t h e s e f a ct or s i n 

n e ur o g e n e si s, a n d i nf or m ati o n r e g ar di n g t h e s p e cifi c c o ntri b uti o n of e a c h h eli c a s e t o t hi s pr o c e s s i s l a c ki n g.  

  

T o d at e, D D X 1 7  h a s n o di s e a s e -g e n e r el ati o n s hi p. T h e  D D X 1 7  g e n e i s hi g hl y c o n str ai n e d f or l o s s -of -

f u n cti o n ( L o F), i. e. f e w er L o F v ari a nt s i n D D X 1 7  ar e o b s er v e d i n p o p ul ati o n d at a s et s t h a n w o ul d b e 

e x p e ct e d u n d er a n ull m ut ati o n al h y p ot h e si s ( 3 7. 7 e x p e ct e d, 1 o b s er v e d, p LI = 1. 0 i n g n o m A D). G e n e s c a n 

b e q u a ntifi e d b y c o n str ai nt t o L o F u si n g t h e L o s s -of -f u n cti o n O b s er v e d/ E x p e ct e d U p p er-b o u n d Fr a cti o n 

( LO E U F) s c or e, w hi c h pl a c e s g e n e s al o n g a c o nti n u o u s s p e ctr u m of i nt ol er a n c e t o h a pl oi n s uffi ci e n c y. 2 6  

G e n e s hi g hl y c o n str ai n e d f or L o F, r e pr e s e nt e d b y l o w L O E U F s c or e s, ar e hi g hl y a s s o ci at e d wit h k n o w n 

h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s. 2 6, 3 0 5  H o w e v er, t h e m aj orit y of g e n e s i n t h e l o w e st L O E U F d e cil e ar e n ot 

y et a s s o ci at e d wit h a di s e a s e p h e n ot y p e b ut m a y b e e x p e ct e d t o c a u s e di s e a s e if m ut at e d t hr o u g h L o F. 3 0 6  

D D X 1 7  h a s a L O E U F s c or e of 0. 1 3, s u g g e sti n g t h at h a pl oi n s uffi ci e n c y of t h e g e n e i s n ot t ol er at e d. 

C o n si d eri n g it s r ol e i n n e ur o n al diff er e nti ati o n, m u s cl e diff er e nti ati o n a n d alt er n ati v e s pli ci n g, o n e mi g ht 
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e x p e ct t h at D D X 1 7  i s a n e s s e nti al g e n e i n n e ur o d e v el o p m e nt a n d m a y pr e s e nt s u c h a p h e n ot y p e i n 

h u m a n s. T h er ef or e, i d e ntifi c ati o n of p ati e nt s wit h L o F v ari a nt s i n D D X 1 7  m a y h el p c h ar a ct eri z e a n e w g e n e -

di s e a s e r el ati o n s hi p.  

 

5 . 2 M et h o d s  
 
5. 2. 1   St u d y s u bj e ct s a n d d at a a c q ui siti o n  
 

A c c e s s t o t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct d at a w a s o bt ai n e d t hr o u g h m e m b er s hi p of a G e n o mi c s E n gl a n d 

Cli ni c al I nt er pr et ati o n P art n er s hi p, wit h a p pr o v e d pr oj e ct R R 3 5 9: Tr a n sl ati o n al g e n o mi c s: O pti mi si n g n o v el 

g e n e di s c o v er y f or 1 0 0, 0 0 0 r ar e di s e a s e p ati e nt s . D ei d e ntifi e d w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g a n d p h e n ot y p e 

d at a ( st or e d a s h u m a n p h e n ot y p e o nt ol o g y t er m s) w er e a c c e s si bl e i n t h e G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h 

E n vir o n m e nt.  

 

A d diti o n al st u d y s u bj e ct s w er e i d e ntifi e d t hr o u g h G e n e M at c h er. 3 0 7  I n t ot al, 1 1 p ati e nt s c o n s e nt e d t o 

p arti ci p at e i n t h e st u d y. P ar e nt s a n d l e g al g u ar di a n s of all aff e ct e d i n di vi d u al s pr o vi d e d writt e n c o n s e nt f or 

t h e p u bli c ati o n of t h eir r e s ult s al o n g si d e g e n eti c a n d cli ni c al i nf or m ati o n. G u ar di a n s of p ati e nt s 5 , 6 , 7 a n d  

1 0 e x pli citl y c o n s e nt e d t o h a v e p h ot o gr a p h s p u bli s h e d.  

 
5. 2. 2   S e q u e n ci n g a n d d at a a n al y si s  
 
All p ati e nt s, e x c e pt f or p ati e nt 3 , h a d tri o e x o m e s e q u e n ci n g p erf or m e d. D at a pr o c e s si n g a n d v ari a nt 

filt eri n g a n d pri oritis ati o n w er e c arri e d o ut b y i n h o u s e pi p eli n e s at r e s p e cti v e h o st c e ntr e s. P ati e nt 3  h a d 

tri o w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g u n d ert a k e n a s p art of t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct 1 3 2  a n d t h eir d at a w a s 

filt er e d u si n g t h e D e N o v o L O E U F filt eri n g str at e g y ( s e e C h a pt er 7 ).3 0 5  

 
5 . 2.3   X e n o p u s  m et h o d s  
 
A d ult Ni g eri a n str ai n X e n o p u s tr o pi c ali s w er e h o u s e d wit hi n t h e E ur o p e a n X e n o p u s R e s o ur c e C e ntr e 

( EX R C; htt p s:// x e n o p u sr e s o ur c e. or g), U ni v er sit y of P ort s m o ut h, i n r e cir c ul ati n g M B K Lt d s y st e m s 

m ai nt ai n e d at 2 4 o C - 2 7 o C ( 1 3 -1 1 -h o ur li g ht -d ar k c y cl e) wit h 1 0 % d ail y w at er c h a n g e s. All X e n o p u s  w or k 

w a s c o m pl et e d i n a c c or d a n c e wit h t h e H o m e Offi c e C o d e of Pr a cti c e u n d er P P 4 3 5 3 4 5 2 f oll o wi n g et hi c al 
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a p pr o v al fr o m t h e U ni v er sit y of P ort s m o ut h’ s A ni m al W elf ar e a n d Et hi c al R e vi e w B o d y. D et ail e d m et h o d s 

o n  t h e g e n er ati o n of X. tr o pi c ali s  f o u n d er a ni m al s a n d d d x 1 7 cri s p a nt s; w h ol e m o u nt i n sit u h y b ri di s ati o n; 

p h e n ot y pi c a n al y si s; e x p eri m e nt al d e si g n a n d st ati sti c al a n al y si s ar e a v ail a bl e i n M et h o d s 2. 8. 1 . I n s h ort, 

h o m o z y g o u s a n d h et er o z y g o u s d d x 1 7 cri s p a nt s w er e g e n er at e d ( Fi g ur e 5 .1 ). D d x 1 7  cri s p a nt s w er e 

a s s e s s e d f or m or p h ol o gi c al a b n or m aliti e s. T h e y w er e f urt h er s u bj e ct e d  t o t hr e e b e h a vi o ur al a s s a ys ( Fr e e 

M o v e m e nt P att er n ( F M P) Y -M a z e, Li g ht -d ar k tr a n siti o n, a n d X e n o p u s  L o c o m oti o n) t o t e st 

n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e s . Fi n all y, fr o g br ai n s w er e e x a mi n e d f or n e ur o n al o ut gr o wt h .
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F I G U R E 5 .1  | G E N E R A TI O N O F F 0  A N D F 1  X E N O P U S M O D E L S  

 

G e n er ati o n of F 0  m o s ai c cri s p a nt h o m o z y g ot e s u si n g mi cr oi nj e cti o n of C a s 9 m R N A or pr ot ei n wit h s g R N A( s). F 1  g e n er ati o n s o c c ur 

t hr o u g h n at ur al m ati n g, eit h er i n br e d ( F0  cri s p a nt x F 0  cri s p a nt) or o ut br e d ( F 0  cri s p a nt x wil d -t y p e ( W T)). F1  a ni m al s ar e g e n ot y p e d t o 

i d e ntif y w h et h er t h e y ar e F1  cri s p a nt h o m o z y g ot e s or F 1  cri s p a nt h et er o z y g ot e s.
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5 . 2.4   R N A -s e q m et h o d s  

D et ail e d m et h o d s ar e a v ail a bl e i n M et h o d s 2. 9 . I n s u m m ar y, h u m a n S H-S Y 5 Y n e ur o bl a st o m a c ell s 

( E C A C C # 9 4 0 3 0 3 0 4) w er e gr o w n a n d tr a n sf e ct e d wit h 6 0 n M of a mi xt ur e of 2 diff er e nt si R N A a g ai n st 

D D X 1 7 ( M er c k-Milli p or e, s e e s e q u e n c e s i n S u p pl e m e nt ar y  T a bl e S 6 ). Pr ot ei n e xtr a cti o n w a s c arri e d o ut 

a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d 2 6 8  a n d t ot al R N A w er e i s ol at e d. Dir e cti o n al R N A li br ari e s w er e pr e p ar e d fr o m t ot al 

R N A aft er r e m o v al of ri b o s o m al R N A (l n c R N A li br ar y, N o v o g e n e). Hi g h t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g of 1 5 0 b p 

p air e d -e n d r e a d s w a s c arri e d o ut o n a n Ill u mi n a N o v a s e q 6 0 0 0 pl atf or m ( N o v o g e n e), g e n er ati n g a n 

a v er a g e n u m b er of 7 5 milli o n m at c h e d p air s of r e a d s p er s a m pl e. R a w r e a d s w er e pr e -pr o c e s s e d a n d 

m a p p e d r e a d s w er e filt er e d u si n g S A Mt o ol s 2 7 2  a n d t h e n u m b er of r e a d s p er g e n e w a s c o u nt e d u si n g 

H T S e q. 2 7 3  Diff er e nti al g e n e a n al y si s w a s c arri e d o ut wit h t h e D E S e q 2 2 7 4  p a c k a g e . P ar a m et er s f or 

diff er e nti al e x pr e s si o n: P -v al u e < 0. 0 5, [l o g 2( F C)] ≥ 0. 5 0 a n d b a s e m e a n ≥ 1 0. G e n e o nt ol o g y a n d g e n e -

s et e nri c h m e nt a n al y s e s w er e c arri e d o ut u si n g t h e S hi n y G O 0. 7 6. 3 w e b i nt erf a c e. 2 7 5  

 

5 . 2.5   M o u s e m et h o d s  
 
M o u s e  br e e di n g a n d h a n dli n g w a s p erf or m e d a c c or di n g t o e x p eri m e nt al pr ot o c ol s a p pr o v e d b y t h e 

C E C C A P P Et hi c s c o m mitt e e ( C 2 E A 1 5) of t h e U ni v er sit y of L y o n, a n d i n a c c or d a n c e wit h t h e Fr e n c h a n d 

E ur o p e a n l e gi sl ati o n. D et ail e d m et h o d s o n e x vi v o  c orti c al el e ctr o p or ati o n a n d pri m ar y n e ur o n al c ult ur e s; 

i m m u n o st ai ni n g; i n ut er o c orti c al el e ctr o p or ati o n; i m m u n o hi st o c h e mi str y; i m a g e a c q ui siti o n; a n d 

q u a ntifi c ati o n s a n d st ati sti c al a n al y s e s ar e a v ail a bl e i n C h a pt er 2. 8. 2 .  

 

5 . 3 R e s ult s  
 
T h e D e N o v o L O E U F filt eri n g str at e g y  w a s a p pli e d , a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d3 0 5  a n d d et ail e d i n C h a pt er 7 , t o 

1 3, 4 9 4 p ar e nt/ off s pri n g tri o s i n t h e 1 0 0, 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct, f o c u si n g o n g e n e s wit h a L O E U F s c or e < 0. 2 

wit h n o pri or di s e a s e g e n e a s s o ci ati o n. O n e i n di vi d u al h ar b o uri n g  a h et er o z y g o u s p L o F v ari a nt i n D D X 1 7  

w a s i d e ntifi e d . U si n g t h e G e n e M at c h er pl atf or m, a f urt h er 1 0 p ati e nt s wit h d e n o v o  v ari a nt s i n D D X 1 7  w er e 

i d e ntifi e d all pr e s e nti n g wit h n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e s. R e pr e s e nt ati v e s f or t h e s e p arti ci p a nt s w er e 

t h e n i n vit e d t o j oi n o ur r e s e ar c h st u d y a n d r ef erri n g cli ni ci a n s w er e a s k e d t o c o m pl et e  a st a n d ar di s e d 

p h e n ot y p e t a bl e ( S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 4 ). T h e s u m m ar y of t h e p h e n ot y pi c f e at ur e s of t h e 1 1 
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p ati e nt s (fr o m 1 1 i n d e p e n d e nt f a mili e s) h ar b o uri n g d e n o v o  h et er o z y g o u s v ari a nt s i n D D X 1 7 ar e pr o vi d e d 

i n T a bl e 5 .1  a n d f urt h er d et ail e d i n S u p pl e m e nt ar y D at a s et  S D 4 . All v ari a nt s w er e a b s e nt fr o m g n o m A D2 6  

v 2. 1. 1 a n d v. 3. 1. 2.
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T A B L E 5 .1  | C O R E P H E N O T Y PI C F E A T U R E S O F C O H O R T WI T H H E T E R O Z Y G O U S D E N O V O V A RI A N T S I N D D X 1 7  

 P r e di ct e d L o s s of F u n cti o n  Mi s s e n s e  

P ati e nt  P 1  P 2  P 3  P 4  P 5  P 6  P 7  P 8  P 9  P 1 0  P 1 1  

A g e ( at l a st 

vi sit)  

3 y 8 m  1 3 y  1 3 y 8 m  1 7 y 6 m  1 7 y 6 m  4 y  7 y 0 m  1 5 y  1 6 y  1 7 y 3 m  2 3 y  

S e x  F  M  M  M  M  M  M  F  M  F  M  

V ari a nt 

c o or di n at e s 

( G R C h 3 8) 

2 2: 3 8 4 9 9 4 5 7 _ 3

8 4 9 9 4 5 8 d el  

2 2: 3 8 4 9 4 9 2
8 C > C A T  

2 2: 3 8 4 9 5

9 3 9 T > C  

2 2: 3 8 4 9 4 9

7 3 T C > T  

2 2: 3 8 4 9 3

7 1 7 d el T  

2 2 :3 8 4 9 3

7 3 6 T > C  

2 2 :3 8 4 9 5

0 1 6 C > T  

2 2: 3 8 4 9 8

5 0 4 G > A  

2 2 :3 8 4 9 5

9 0 0 T > C  

2 2: 3 8 4 9 8

4 6 3 T > C  

2 2: 3 8 5 0 6

0 3 2 G > T  

V ari a nt  

c o n s e q u e n

c e  

Ar g 1 6 1 Gl yf s* 7  c. 9 9 7 _ 9 9 8 d

u p A T  

c. 7 3 9 -

2 A > G  

Ar g 3 1 8 Hi s

f s* 3 6 

A s n 4 6 2 M

etf s* 1 6  

Gl n 4 5 4 Ar

g  

Ar g 3 0 4 Hi

s  

Pr o 2 0 3 L e

u  

Gl n 2 5 9 Ar

g  

T hr 2 1 7 Al

a  

Al a 6 9 A s p  

M a cr o c e p h

al y  

N  N  N  Y  At birt h  N  N  N  Y  N  N  

D y s m or p hi c 

f a ci al 

f e at ur e s 

Y  Y  N  Y  Y  Y  N  Y  N  Y  N  

A g e 

w al ki n g 

i n d e p e n d e n

tl y 

2 4 m  1 8 m  1 6 m  1 4 m  1 4 m  > 2 y  1 8 m  2 y  1 4 m  2 7 m  u n k n o w n  

I nt ell e ct u al 

di s a bilit y  

mil d -m o d er at e  N  mil d -

m o d er at e  

mil d  mil d  u n k n o w n  N  m o d er at e  mil d  N  m o d er at e  
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A D H D  N  N  Y  Y  Y  u n k n o w n  N  N  Y  u n k n o w n  Y  

A uti s m 

s p e ctr u m 

di s or d er  

N  Y  Y  N  N  N  N  N  Y  Y  N  

D el a y e d 

s p e e c h a n d 

l a n g u a g e 

d e v el o p m e

nt  

Y  N  Y  Y  Y  Y  Y  Y  Y  Y  Y  

Gl o b al 

d e v el o p m e

nt al d el a y  

Y  N  N  Y  Y  Y  Y  Y  Y  Y  Y  

N e ur o d e v el

o p m e nt al 

d el a y  

Y  Y  Y  Y  Y  Y  Y  Y  Y  N  Y  

Gr o s s 

m ot or d el a y  

Y  Y  N  N  N  Y  Y  Y  Y  Y  N  

Fi n e m ot or 

d el a y  

Y  N  Y  N  Y  Y  Y  Y  Y  Y  Y  

St er e ot y p y  N  Y  N  N  N  Y  Y  N  N  Y  N  

G e n er ali s e d 

h y p ot o ni a  

Y  Y  N  N  N  Y  N  Y  N  Y  N  

A D H D - att e nti o n d efi cit h y p er a cti vit y di s or d er; F –  f e m al e; M –  m al e; m –  m o nt h s; N –  n o; Y –  y e s; y –  y e ar s. Bl u e c ell s d e n ot e pr e s e n c e of a f e at ur e. Gr e y c ell s r e pr e s e nt 

u n a v ail a bl e d at a.  
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T h e c o h ort c o m pri s e s 8 m al e s a n d 3 f e m al e s, all of w h o m ar e ali v e a n d h a v e a m e di a n a g e of 1 5 y at t h e 

l at e st a v ail a bl e f oll o w u p. T h e m e di a n a g e of w al ki n g w a s 1 8 m o nt h s. I nt ell e ct u al di s a bilit y, r a n gi n g fr o m 

m o d er at e t o mil d (I Q 5 6-8 3), i s pr e v al e nt i n 7/ 1 0 ( 7 0 %) of p ati e nt s. Si xt y -f o ur p er c e nt ( 7/ 1 1) of t h e c o h ort 

h a v e d y s m or p hi c f a ci al f e at ur e s. O v erl a p pi n g f a ci al d y s m or p h ol o g y b et w e e n p ati e nt s i n cl u d e s: t el e c a nt h u s; 

s y n o p hr y s; u p sl a nti n g p al p e br al fi s s ur e s; d e pr e s s e d n a s al bri d g e; p o st eri orl y r ot at e d e ar s; hi g h ar c h e d 

e y e br o w s; e pi c a nt h u s; t el e c a nt h u s; fr o n t al b o s si n g; mi cr o g n at hi a a n d str a bi s m u s. T hr e e p ati e nt s h a v e 5t h 

fi n g er cli n o d a ct yl y, t w o h a v e cl u bf e et, a n d t hr e e h a v e 2, 3 t o e s y n d a ct yl y (S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 4 ). 

Fift y -si x p er c e nt ( 5/ 9) h a v e att e nti o n d efi cit h y p er a cti vit y di s or d er ( A D H D) a n d 4/ 1 1 ( 3 6 %) h a v e f e at ur e s of 

a uti s m. Ni n et y -o n e p er c e nt ( 1 0/ 1 1) h a v e d el a y e d s p e e c h a n d l a n g u a g e d e v el o p m e nt, 9/ 1 1 ( 8 2 %) h a v e 

gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, a n d 1 1/ 1 1 ( 1 0 0 %) h a v e n e ur o d e v el o p m e nt al d el a y. Gr o s s m ot or d el a y i s 

pr e v al e nt i n 8/ 1 1 ( 7 3 %), a n d 9/ 1 1 ( 8 2 %) h a v e fi n e m ot or d el a y. T hirt y -si x p er c e nt ( 4/ 1 1) h a v e st er e ot y p y 

a n d 5/ 1 1 ( 4 5 %) h a v e g e n er ali s e d h y p ot o ni a. P ati e nt 9  ( h ei g ht 1 7 8 c m ( Z = 0. 4 0); w ei g ht, 5 5. 7 k g ( Z = -0. 8 9)) 

a n d p ati e nt 4  ( h ei g ht 1 6 5 c m ( 7t h p er c e ntil e); w ei g ht, 5 1. 5 k g ( 4 t h p er c e ntil e)) h a v e si g n s of m a cr o c e p h al y 

(S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 4 ) wit h Z-s c or e s of 3. 9 7 a n d 3. 2 3, r e s p e cti v el y. P ati e nt 5  h a d si g n s of 

m a cr o c e p h al y at birt h, w hi c h n or m ali s e d t hr o u g h i nf a n c y. Ei g ht p arti ci p a nt s h a d br ai n M RI s c a n s of w hi c h  

4 p ati e nt s s h o w e d a b n or m aliti e s i n cl u di n g: l eft l at er al c o m p art m e nt gr e at er t h a n ri g ht; m o n ol at er al t e m p or al 

c orti c al d y s pl a si a; a s y m m etr y of t h e c er e br al c ort e x a n d ri g ht si d e d n o n s p e cifi c d e m y eli n ati o n; g e n er ali s e d 

br ai n d e m y eli n ati o n, a n d p eri v e ntri c ul ar w hit e m att er h y p eri nt e n siti e s ( S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 4 ). N o 

ot h er o b vi o u s a s y m m etr y w a s o b s er v e d.  

  

5 .3 .1   M ol e c ul a r g e n eti c fi n di n g s  
 

F oll o wi n g v ari a nt filt eri n g a n d pri oriti s ati o n of e x o m e a n d g e n o m e d at a, n o li k el y p at h o g e ni c or p at h o g e ni c 

v ari a nt s a s c ur at e d u si n g A m eri c a n C oll e g e of M e di c al G e n eti c s a n d t h e A s s o ci ati o n f or M ol e c ul ar 

P at h ol o g y ( A C M G -A M P) g ui d eli n e s 2 7 6  w er e i d e ntifi e d t h at f ull y e x pl ai n e d t h e p ati e nt s’ p h e n ot y p e s. All 

p arti ci p ati n g c e ntr e s  i d e ntifi e d d e n o v o  v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e i n D D X 1 7  t h at w er e of s uffi ci e nt 

i nt er e st t o s u b mit t o G e n e M at c h er. Fi v e v ari a nt s w er e p L o F a n d 6 v ari a nt s w er e mi s s e n s e (Fi g ur e 5 .2 ).
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F I G U R E 5 .2  | D D X 1 7  P A TI E N T V A RI A N T S A N D P H O T O G R A P H S  

 
A . P h ot o gr a p h s of p ati e nt s 1, 2, 1 0 a n d 1 2. S h ar e d f e at ur e s r e p ort e d b et w e e n t h e s e p ati e nt s i n cl u d e p o st eri orl y r ot at e d e ar s, ar c h e d e y e br o w s, t el e c a nt h u s, a n d d e pr e s s e d n a s al 

ri d g e. B . G e n e i d e o gr a m w h er e b y v ari a nt s i n bl u e ar e mi s s e n s e a n d v ari a nt s i n r e d ar e l o s s-of -f u n cti o n.

P ati e nt 7P ati e nt 5 P ati e nt 6 P ati e nt 1 0

1 7 2 9

G G P

1 7 1 5 5 2R e c A d o m a in 1

I Ia Ib II III IV V IV

R e c A d o m a in 2

p 8 2 -s p e c ific

7 9

Q
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F o ur p ati e nt s i n t h e c o h ort h a d a d diti o n al v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e r e p ort e d ( S u p pl e m e nt ar y 

D at a s et S D 4 ). P ati e nt 7  h a d  c o m p o u n d h et er o z y g o u s  p at h o g e ni c v ari a nt s i n A C A D M a s s o ci at e d wit h 

m e di u m c h ai n f att y a ci d d e h y dr o g e n a s e d efi ci e n c y; N M _ 0 0 0 0 1 6. 5( A C A D M): c. 7 9 9 G > A, p.( Gl y 2 6 7 Ar g) a n d 

N M _ 0 0 0 0 1 6. 5( A C A D M): c. 9 8 5 A > G, p.( L y s 3 2 9 Gl u). P ati e nt 3  h a d a d e n o v o  Y q 1 1. 2 1 -qt er d el eti o n a n d d e 

n o v o  Y pt er -p 1 1. 3 d u pli c ati o n f or w hi c h t h e si g nifi c a n c e i s u n k n o w n. P ati e nt 6  h a d a V U S i n H C F C 1 

a s s o ci at e d  wit h  m et h yl m al o ni c  a ci d uri a  a n d  h o m o c y st ei n a e mi a;  

N M _ 0 0 5 3 3 4. 3( H C F C 1): c. 4 4 1 8 C > T. p.( T hr 1 4 0 7 M et) a n d p ati e nt 1 0  h ar b o ur e d a m at er n all y i n h erit e d 

1 6 q 2 3. 3 ( 8 1, 4 7 7, 8 0 0 –  8 1, 5 5 2, 7 8 1) V U S.  

 
 

5 .3 .2   D D X 1 7 s u p p ort s c orti c al n e ur o n d e v el o p m e nt i n t h e m o u s e  
 

T h e i d e ntifi c ati o n of s e v er al v ari a nt s i n D D X 1 7 a s s o ci at e d wit h n e ur o d e v el o p m e nt al f e at ur e s pr o m pt e d 

a s s e s s m e nt  of D D X 1 7 r e d u cti o n o n c orti c al d e v el o p m e nt i n a ni m al m o d el s. J uli e n C o ur c h et a n d hi s t e a m  

p erf or m e d  I n Ut er o C orti c al El e ctr o p or ati o n s (I U C E) i n t h e m o u s e u si n g t w o di sti n ct s h R N A pl a s mi d s 

t ar g eti n g D d x 1 7  ( s h D D X 1 7 # 1 or s h D D X 1 7 # 2). El e ctr o p or ati o n s w er e p erf or m e d at e m br y o ni c d a y ( E) 1 5. 5, 

t h e d e v el o p m e nt al  st a g e at w hi c h pr o g e nit or s gi v e ri s e t o c all o s al -pr oj e cti n g p yr a mi d al n e ur o n s. B y P 2 1, i n 

c o ntr ol c o n diti o n s, all el e ctr o p or at e d n e ur o n s ( vi s u ali s e d b y m V e n u s fl u or e s c e n c e) r e a c h e d t h e s u p erfi ci al 

l a y ers of t h e c ort e x (l a y er s II/III) ( Fi g 5 .3 A ). I n c o ntr a st, u p o n k n o c k d o w n of D d x 1 7,  d ef e ct s i n n e ur o n al 

mi gr ati o n  w er e o b s er v e d  (Fi g 5 .3 B -C ) a n d aft er q u a ntifi c ati o n, a st ati sti c all y si g nifi c a nt fr a cti o n of n e ur o n s 

di d n ot r e a c h t h e m o st s u p erfi ci al c orti c al l a y er s i n c o n diti o n s el e ctr o p or at e d wit h s h R N A pl a s mi d s ( Fi g 

5 .3 G ). D e s pit e t hi s, n e ur o n al p ol aris ati o n a n d a x o n f or m ati o n w a s n ot i m p air e d. I n c o ntr ol c o n diti o n s, a x o n s 

of l a y er II/III n e ur o n s pr o gr e s s t hr o u g h t h e c or p u s c all o s u m t o r e a c h t h e c o ntr al at er al h e mi s p h er e, a n d 

br a n c h e xt e n si v el y o n i p sil at er al l a y er V ( Fi g 5 .3 A ), a s w ell a s c o ntr al at er al l a y er s II/III ( Fi g 5 .3 D ). I n 

s h R N A -el e ctr o p or at e d a ni m al s, a tr e n d t o w ar d a d e cr e a s e of a x o n d e n sit y i n t h e i p sil at er al si d e w a s 

o b s er v e d (Fi g 4 a. 2 B -C,  q u a ntifi e d i n Fi g  5 .3 H ), a n d e s p e ci all y a str o n g r e d u cti o n of c o ntr al at er al a x o n 

d e n sit y ( Fi g 5 .3 E -F , q u a ntifi e d i n Fi g 5 .3 I). T h er e w a s n o diff er e n c e i n a x o n d e n sit y i n t h e w hit e m att er 

( W M), i n di c ati n g t h at t h e s a m e pr o p orti o n of a x o n s r e a c h e d t h e c o ntr al at er al h e mi s p h er e r e g ar dl e s s of 

D d x 1 7  e x pr e s si o n. T h e s e r e s ult s d e m o n str at e t h at D D X 1 7 i s r e q uir e d f or c orti c al d e v el o p m e nt i n t h e 

d e v el o pi n g m o u s e br ai n.
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F I G U R E 5 .3  | K N O C K D O W N O F D D X 1 7  D E C R E A S E S C O R TI C A L A X O N C O M P L E XI T Y I N T H E M O U S E I N VI V O 

R e s ult s pr o d u c e d b y J. C o ur c h et. ( A-F)  Hi st o c h e mi str y of t h e i p sil at er al or c o ntr al at er al si d e of mi c e at P 2 1 f oll o wi n g i n 

ut er o el e ctr o p or ati o n wit h p L K O ( A, D) or aft er l o s s of f u n cti o n of D D X 1 7 ( B -C  a n d E -F ) a n d t h e fl u or e s c e nt pr ot ei n m V e n u s. (G ) 

Q u a ntifi c ati o n of n e ur o n al mi gr ati o n d ef e ct s u p o n k n o c k d o w n of D D X 1 7. S o m a p o siti o n w a s q u a ntifi e d o n a v e ntri c ul ar z o n e t o p i al 

s urf a c e a xi s. E a c h bi n r e pr e s e nt s 1 0 % mi gr ati o n. D at a: a v er a g e + S E M, N = 6 s e cti o n s o ut of 3 a ni m al s ( 2 s e cti o n s p er a ni m al) . A n al y si s: 

T w o -w a y A N O V A wit h m ulti pl e c o m p ari s o n s. * p < 0. 0 5, ** p < 0. 0 1, *** p < 0. 0 0 1. ( H) Q u a ntifi c ati o n of n or m ali s e d m V e n u s fl u or e s c e n c e i n 

l a y er V of t h e i p sil at er al cort e x ( mi n, m a x, m e di a n, 2 5 t h, a n d 7 5t h p er c e ntil e). N p L K O = 1 3, N s h D D X 1 7 -1 = 1 8, N s h D D X 1 7 -2 = 2 5. A n al y si s: 

O n e -w a y A N O V A wit h D u n n’ s m ulti pl e c o m p ari s o n s. n s: p > 0. 0 5, * p < 0. 0 5. ( I) Q u a ntifi c ati o n of n or m alis e d m V e n u s fl u or e s c e n c e al o n g a 

r a di al a xi s i n t h e c o ntr al at er al c ort e x ( A v er a g e ± S E M) ( H) i n c o ntr ol c o n diti o n p L K O) or aft er k n o c k d o w n of D D X 1 7. N p L K O = 1 3, 

N s h D D X 1 7 -1 = 1 8, N s h D D X 1 7 -2 = 2 5. A n al y si s: T w o -w a y A N O V A. * p < 0. 0 5.
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B e c a u s e t h e wiri n g of t h e br ai n r e s ult s fr o m s e q u e nti al bi ol o gi c al pr o c e s s e s, d ef e ct s i n t h e e arl y st e p s ( e. g. 

n e ur o g e n e si s or n e ur o n al mi gr ati o n) c a n l e a d t o alt er ati o n s i n t h e l at er bi ol o gi c al pr o c e s s e s s u c h a s a x o n 

d e v el o p m e nt. T o e n s ur e  t h at t h e a x o n al p h e n ot y p e s o b s er v e d i n vi v o d o n ot r e s ult fr o m a b n or m al n e ur o n al 

mi gr ati o n, i n vitr o n e ur o n al c ult ur e s  w er e u s e d t o  q u a ntit ati v e l y a s s e s s a x o n al d e v el o p m e nt at a si n gl e c ell 

r e s ol uti o n. J uli e n C o ur c h et’ s t e a m  p erf or m e d E x Vi v o  C orti c al El e ctr o p or ati o n ( E V C E) at E 1 5. 5 t o t ar g et 

n e ur o n al pr o g e nit or s i n t h e d or s al t el e n c e p h al o n a n d c ult ur e d n e ur o n s f or 5 d a y s i n vitr o ( 5 DI V). I n b ot h 

s h R N A c o n diti o n s, a x o n al d e v el o p m e nt w a s i m p air e d c o m p ar e d t o t h e c o ntr ol c o n diti o n ( p L K O. 1) ( Fi g 

5 .4 A -C ). T h e i n hi biti o n of D D X 1 7 e x pr e s si o n d e cr e a s e d a x o n l e n gt h a n d r e d u c e d c oll at er al br a n c h 

f or m ati o n (Fi g 5 .4 D -E ). T w o i n d e p e n d e nt s h R N A pl a s mi d s pr o d u c e d m ar k e dl y  si mil ar p h e n ot y p e s , 

i n di c ati n g t h at t hi s p h e n ot y p e i s u nli k el y t o b e a n off-t ar g et effe ct of t h e s h R N A s. T o c o nfir m t hi s r e s ult, 

o v er e x pr e s si n g h u m a n D D X 1 7 b y E V C E  w a s t e st e d . F oll o wi n g el e ctr o p or ati o n, a n i n cr e a s e d a x o n l e n gt h 

c o m p ar e d t o t h e c o ntr ol c o n diti o n  w a s o b s er v e d , mirr ori n g t h e eff e ct of D D X 1 7 k n o c k d o w n (Fi g 5 .4 F -G , 

q u a ntifi e d i n Fi g 5 .4 H ). I nt er e sti n gl y, m or e c oll at er al s w er e  c o u nt e d p er n e ur o n, t hi s i n cr e a s e w a s d u e t o 

t h e i n cr e a s e i n a x o n l e n gt h a n d a x o n br a n c hi n g di d n ot diff er fr o m t h e c o ntr ol c o n diti o n w h e n n or m ali s e d 

p er a x o n l e n gt h. O v er all, t h e s e r e s ult s d e m o n str at e t h at D D X 1 7 i s i m p ort a nt f or a x o n d e v el o p m e nt i n m o u s e 

c orti c al n e ur o n s.
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F I G U R E 5 .4  | D D X 1 7  I S N E C E S S A R Y A N D S U F FI CI E N T F O R A X O N D E V E L O P M E N T  

 

R e s ult s pr o d u c e d b y J. C o ur c h et.  ( A-C)  R e pr e s e nt ati v e i m a g e s of m V e n u s e x pr e s si n g c orti c al n e ur o n s ( 5 DI V) i n c o ntr ol c o n diti o n ( p L K O. 1) or aft er l o s s of f u n cti o n ( D D X 1 7 -s h R N A 

# 1 a n d D D X 1 7 -s h R N A # 2). R e d st ar (*) p oi nt t o c oll at er al br a n c h e s of t h e a x o n. ( D-E)  Q u a ntifi c ati o n of a x o n l e n gt h a n d n u m b er of c oll at er al br a n c h e s of 5 DI V n e ur o n s i n t h e i n di c at e d 

c o n diti o n s. B ar s r e pr e s e nt t h e a v er a g e a n d 9 5 % CI. St ati sti c al t e st s: Kr u s k al -W alli s t e st wit h D u n n’ s p o st -t e st ( e a c h c o n diti o n c o m p ar e d t o c o ntr ol c o n diti o n). ( F-G)  R e pr e s e nt ati v e 

i m a g e s of m V e n u s e x pr e s si n g c orti c al n e ur o n s ( 5 DI V) i n c o ntr ol c o n diti o n s, or u p o n o v er e x pr e s si o n of D D X 1 7. R e d st ar (*) p oint s t o br a n c h/ c oll at er al p o siti o n. ( H-I) Q u a ntifi c ati o n of 

a x o n l e n gt h a n d n u m b er of c oll at er al br a n c h e s of 5 DI V n e ur o n s i n t h e i n di c at e d c o n diti o n s. B ar s r e pr e s e nt t h e a v er a g e a n d 9 5 % CI. St ati sti c al t e st s: Kr u s k al -W alli s t e st wit h D u n n’ s 

p o st -t e st. ( D-E) N ( p L K O. 1)= 1 6 9 , N ( s h D D X 1 7 # 1)= 2 0 5, N ( s h D D X 1 7 # 2)= 2 2 8. ( H -I) N( p C A G)= 1 6 8, N ( p C A G-D D X 1 7) = 1 3 4. n s: p > 0. 0 5, **: p < 0. 0 1, ** *: p < 0. 0 0 1
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5 .3 .3   d d x 1 7  c ri s p a nt s h a v e r e d u c e d a x o n o ut gr o wt h a n d w or ki n g m e m or y  
 
T o t e st t h e eff e ct of l o s s -of -f u n cti o n d d x 1 7  v ari a nt s i n a n i nt a ct a ni m al, cri s p a nt X. tr o pi c ali s  m o d el s w er e 

u s e d; t h e e x o n str u ct ur e of t h e h u m a n a n d X e n o p u s  g e n e s ar e si mil ar ( Fi g 5 .5 A ) a n d t h e pr ot ei n s pr o d u c e d 

h a v e 6 8 % a mi n o a ci d i d e ntit y ( Fi g S 2 A ). T h e e x pr e s si o n p att er n of d d x 1 7  m R N A h a s n ot pr e vi o u sl y b e e n 

r e p ort e d i n X e n o p u s  a n d i n sit u h y bri di s ati o n s h o w s it t o b e e x pr e s s e d m o st hi g hl y i n n e ur al ti s s u e s 

i n cl u di n g t h e mi gr at or y n e ur al cr e st, br ai n, e y e, a n d oti c v e si cl e ( s e e t h e p ur pl e st ai ni n g i n Fi g 5 .5 B ).
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F I G U R E 5 .5  | H E T E R O Z Y G O U S D D X 1 7  X.  T R O PI C A LI S  C RI S P A N T S A P P E A R M O R P H O L O GI C A L L Y N O R M A L B U T S H O W 

R E D U C E D A X O N O U T G R O W T H A N D H A V E A W O R KI N G M E M O R Y D E FI CI T  
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R e s ult s pr o d u c e d b y A. G o d wi n . A.  X e n o p u s tr o pi c ali s a n d H o m o s a pi e n s h a v e t h e s a m e e x o n -i ntr o n str u ct ur e. B.  A d e v el o p m e nt al 

s eri e s of wil d -t y p e X. tr o pi c ali s w er e fi x e d a n d u n d er w e nt i n sit u h y bri di s ati o n wit h a pr o b e s p e cifi c f or d d x 1 7, t h e bl u e st ai n s h o w s w h er e  

t hi s g e n e i s e x pr e s s e d. T h e hi g h e st l e v el s of d d x 1 7 m R N A ar e i n n e ur al ti s s u e s alt h o u g h it i s d et ect a bl e m or e wi d el y. C.  C o ntr ol a n d 

cri s p a nt e m br y o s w er e fi x e d at t h e st a g e s s h o w n a n d st ai n e d f or n e ur o n b o di e s a n d a x o n s u si n g H N K 1 m o n o cl o n al a n ti b o d y. T h e 

e xt e n si o n of a x o n s v e ntr all y fr o m t h e n e ur al t u b e i s r e d u c e d i n cri s p a nt s at st a g e 2 4 ( 4/ 4 e m br y o s) alt h o u g h gr o wt h d o e s c o nt i n u e ( s e e 

st a g e 2 6), s c ori n g w a s bli n d a n d pri or t o g e n ot y pi n g. D.  Bri g htfi el d mi cr o s c o p y s h o w e d n o cl e ar di sti n cti o n s b et w e e n c o ntr ol a n d cri s p a nt 

t a d p ol e s a cr o s s a r a n g e of st a g e s a n d, w h e n t h e n e ur al ti s s u e w a s l a b ell e d tr a n s g e ni c all y t hi s t o o f ail e d t o r e v e al a n y gr o s s-m or p h ol o gi c al 

di sti n cti o n s. E.  T a d p ol e s at st a g e N F 4 2, si mil ar t o t h o s e s h o w n i n D, u n d er w e nt a ut o m at e d m o v e m e nt a n al y si s i n a Z a nti k s M W P u nit. I n 

all c a s e s t h e a n al y si s w a s p erf or m e d bli n d ( wit h g e n ot y pi n g s u b s e q u e nt t o m e a s ur e m e nt s) t h e bl a c k d at a p oi nt s r e pr e s e nt wil d -t y p e 

a ni m al s wit h p ur pl e s h o wi n g cri s p a nt d at a. F.  T h e c o ntr ol a n d cri s p a nt a ni m al s m o v e si mil ar di st a n c e s o v er ti m e b ut cri s p a nt s s h o w a 

gr e at er i niti al st artl e r e s p o n s e t h a n c o ntr ol s. I nt er e sti n gl y all t a d p ol e s s p e n d t h e m aj orit y of e a c h 3 0 0 s e c o n d bl o c k i n t h e m o st pr o xi m al 

ar e n a, cl o s e st t o t h e e d g e of t h e di s h ( F). G.  T h e m ai n c h a n g e c a u s e d b y h et er o z y g o u s d d x 1 7 L O F b e c o m e s cl e ar w h e n w or ki n g m e m or y 

w a s t e st e d i n t h e fr e e m o v e m e nt p att er n Y -m a z e; t h e cri s p a nt s h a v e l o st t h e alt er n ati n g s e ar c h p att er n s h o w n b y all v ert e br at e s.
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Fir st, a m o s ai c h o m o z y g o u s cri s p a nt k n o c k o ut of d d x 1 7 w a s g e n er at e d  u si n g t w o n o n -o v erl a p pi n g 

C RI S P R/ C a s 9 g e n e -e diti n g c o m pl e x e s d e si g n e d t o di sr u pt e x o n 7 a n d t h e s e w er e m at e d t o pr o d u c e F 1  

h et er o z y g o u s a n d c o m p o u n d h et er o z y g o u s t a d p ol e s ( Fi g S 1 A ). T h e i ntr o d u cti o n of i n d el s i nt o t h e d d x 1 7  

l o c u s w a s t e st e d b y S a n g er s e q u e n ci n g of t h e t ar g et r e gi o n a n d d e m o n str at e d str o n g p e n etr a n c e of i n d el s 

i n t h e f o u n d er a ni m al s (Fi g S 1 B ), pr o d u ci n g a d d x 1 7  m o s ai c k n o c k o ut ( Xtr. d d x 1 7 e m 1 E X R C ). T h e p h e n ot y p e s 

pr o d u c e d b y e a c h s g R N A w er e i n di sti n g ui s h a bl e, s h o wi n g t h e y w er e n ot d u e t o off t ar g et eff e ct s. T h e 

h et er o z y g o u s off s pri n g pr o d u c e d b y o ut cr o s si n g m o s ai c f o u n d er s w er e fir st i d e ntifi e d u si n g t h e T 7 E 1 

mi s m at c h d et e cti o n a s s a y ( Fi g S 1 C ) wit h t h e g e n ot y p e, c o nfir m e d b y S a n g er s e q u e n ci n g ( Fi g S 1 D) , 

r e v e ali n g fr e q u e ntl y o c c urri n g d el eti o n s of 5 b p, 2 2 b p, 1 3 1 b p a n d 1 3 6 b p (Fi g S 1 E ), r e s ulti n g i n a fr a m e s hift 

l e a di n g t o pr ot ei n tr u n c ati o n wit hi n e x o n 7 (Xtr. d d x 1 7 e m 2 E X R C ). I n br e e di n g of t h e m o s ai c f o u n d er s pr o d u c e d 

h o m o z y g o u s or c o m p o u n d h et er o z y g o u s t a d p ol e s a s s h o w n b y S a n g er s e q u e n ci n g ( Fi g S 1 F ) 

(Xtr. d d x 1 7 e m 3 E X R C ). T h e h o m o z y g o u s t a d p ol e s b e ari n g l ar g er d el eti o n s ( 1 3 1 b p or 1 3 6 b p ) i n o n e all el e (Fi g 

S 1 G ), w er e f o u n d at l at er st a g e s t o h a v e a s eri e s of f urt h er, pr o gr e s si v e d el eti o n s a s d e m o n str at e d b y 

p ol y a cr yl a mi d e g el el e ctr o p h or e si s ( Fi g S 1 H ).   

 

P h e n ot y pi c all y, m or e t h a n h alf of t h e f o u n d er cri s p a nt e m br y o s s h o w e d e vi d e n c e of g a str ul ati o n d ef e ct s 

(Fi g S 3 A ). T h e r e m ai ni n g a ni m al s s h o w e d n o gr o s s m or p h ol o gi c al d ef e ct s ( Fi g S 3 B, C ). T h e gr o s s 

cr a ni of a ci al m or p h ol o g y of d d x 1 7  cri s p a nt s w a s t e st e d b y i nj e cti n g C RI S P R/ C a s 9 c o m pl e x e s i nt o o n e -c ell 

of a di vi di n g t w o -c ell e m br y o. T hi s r e s ult s i n t h e eff e ct s of t h e pr ot ei n tr u n c ati o n b ei n g c o n c e ntr at e d o n o n e 

si d e of t h e e m br y o al o n g t h e l eft -ri g ht a xi s, wit h t h e ot h er si d e a cti n g as a n i nt er n al c o ntr ol; n o alt er e d 

m or p h ol o g y w a s o b s er v e d i n t h e cri s p a nt s ( Fi g S 3 C ). A d e cr e a s e i n h e a d si z e w a s o b s er v e d pri or t o fr e e-

f e e di n g st a g e s ( a v er a g e 5. 9 3 m m2  f or c o ntr ol t a d p ol e s a n d 4. 8 9 m m2  f or cri s p a nt t a d p ol e s ( N F 4 1, n = 1 6), 

t( 3 0) = 3. 8 5, p <0. 0 0 1). T hi s si g nifi c a nt d e cr e a s e i n h e a d si z e w a s n o l o n g er a p p ar e nt at l at er st a g e s of 

d e v el o p m e nt ( a v er a g e 1 5. 9 m m 2  f or c o ntr ol t a d p ol e s a n d 1 6. 5 m m2  f or cri s p a nt t a d p ol e s ( N F 4 8, n = 1 6), 

t(3 0 )= -5. 0 5, p = 0. 6 1 7, Fi g S 3 D ).  

 

T h e p h e n ot y p e of p ati e nt s wit h d d x 1 7  v ari a nt s i n cl u d e n e ur o d e v el o p m e nt al d efi cit s a n d t h e s e c a n n o w b e 

m o d ell e d  i n X. tr o pi c ali s . H er e, i n a d diti o n t o t h e Fr e e-M o v e m e nt P att er n ( F M P) Y -m a z e t h at i s alr e a d y 
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v ali d at e d i n X. tr o pi c ali s, 2 6 1  a n ot h er a s s a y h a s b e e n a d a pt e d t o a s s e s s w or ki n g m e m or y i n X e n o p u s . I n t hi s 

a s s a y, a ni m al s ar e e x p o s e d t o 5 -mi n ut e alt er n ati n g p eri o d s of li g ht a n d d ar k; t h eir i niti al r e s p o n s e i s t o 

m o v e ( st artl e) a s t h e li g ht s g o off, b ut t h e y q ui c kl y l e ar n t h at t h e d ar k p eri o d d o e s n ot si g n al d a n g er a n d 

r e d u c e t h eir r e s p o n s e t o it. T hi s att e n u at e d r e s p o n s e t o t h e c h a n gi n g e n vir o n m e nt al c o n diti o n s 

d e m o n str at e s a s e c o n d m e a s ur e of s h ort -t er m w or ki n g m e m or y i n t h e t a d p ol e s. I m p ort a ntl y t hi s b e h a vi o ur  

c a n b e pr o b e d b y p h ar m a c ol o gi c al a g e nt s w hi c h di sr u pt w or ki n g m e m or y a n d att e n u at e a n xi ol yti c 

r e s p o n s e s. F oll o wi n g tr e at m e nt wit h t h e N M D A r e c e pt or a nt a g o ni st M K -8 0 1, t a d p ol e s c a n b e o b s er v e d t o 

st artl e r e p e at e dl y i n r e s p o n s e t o t h e li g ht -d ar k tr a n siti o n p eri o d. T h e st artl e r e s p o n s e i s al s o a b oli s h e d 

f oll o wi n g a d mi ni str ati o n of 5 μ M di a z e p a m (Fi g S 4 A ). O n c e e st a bli s h e d, t h e s e a s s a y s w er e a p pli e d t o t e st 

t h e n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e s of t h e d d x 1 7  cri s p a nt s.  

 

C o m p ari n g t h e m o v e m e nt of c o ntr ol t a d p ol e s a n d F 0  d d x 1 7  cri s p a nt a ni m al s at N F 4 8 s h o w e d t h at cri s p a nt 

a ni m al s m o v e l e s s o v er t h e 1 0 -mi n ut e tri al p eri o d ( a v er a g e 4. 0 m m/ s e c f or c o ntr ol t a d p ol e s a n d 2. 7 m m/ s e c 

f or cri s p a nt t a d p ol e s ( n = 4 8, t( 8 2) =-2. 6, p = 0. 0 1 2), Fi g S 3 F ). A si g nifi c a nt r e d u cti o n i n l o c o m oti o n w a s 

a d diti o n all y o b s er v e d i n a s e c o n d a s s a y i n v e sti g ati n g t h e t a d p ol e s’ r e s p o n s e t o 5 -mi n ut e li g ht -d ar k 

tr a n siti o n p eri o d s ( a v er a g e 3. 9 m m/ s e c f or c o ntr ol t a d p ol e s a n d 2. 3 m m/ s e c f or cri s p a nt t a d p ol e s ( n = 2 4, 

t( 4 6) = 3. 4, p = 0. 0 0 1), Fi g S 3 G ). U n u s u all y, t h e s e m o s ai c cri s p a nt t a d p ol e s w er e n ot o b s er v e d t o st artl e at 

t h e s e li g ht-d ar k tr a n siti o n s. I n t h e F M P Y -m a z e a s s a y t h at t e st s w or ki n g m e m or y, f o u n d er cri s p a nt t a d p ol e s 

p erf or m e d f e w er alt er n ati o n s i n t h eir s e ar c h p att er n s t h a n c o ntr ol s ( a v e r a g e alt er n ati o n s 2 2. 8 % f or c o ntr ol 

t a d p ol e s a n d 1 9. 5 % f or cri s p a nt t a d p ol e s ( n = 2 0, F( 1, 3 3) = 0. 3 6 6, p = 0. 5 5 0)) a n d m or e r e p etiti o n s 

( a v er a g e r e p etiti o n s 9 % f or c o ntr ol t a d p ol e s a n d 1 2. 8 % f or cri s p a nt t a d p ol e s ( n = 2 0 , F( 1, 3 3) = 3. 2 7 2, p = 

0. 0 8 0)) ( Fi g S 3 H ). 

 

Si n c e t h er e w a s cl e ar e vi d e n c e of m o v e m e nt a n d n e ur al d ef e ct s i n t h e F 0  cri s p a nt s, t o g et h er wit h r e d u c e d 

a x o n l e n gt h o b s er v e d i n el e ctr o p or at e d m o u s e br ai n s d efi ci e nt i n D D X 1 7, n e ur o n o ut gr o wt h w a s e x a mi n e d 

i n X e n o p u s u si n g a n a nti -H N K -1 a nti b o d y. E m br y o s i nj e ct e d wit h c o ntr ol ( t yr)3 0 8  a n d d d x 1 7  g e n e -e diti n g 

c o m pl e x e s r e stri ct e d t o o n e si d e of t h e e m br y o r e v e al r e d u c e d a x o n o ut gr o wt h i n d d x 1 7  cri s p a nt s o n t h e 

i p sil at er al si d e ( c o m p ar e t h e i nj e ct e d a n d u ni nj e ct e d l at er al vi e w s i n Fi g S 4 E ). Si mil arl y, i n t h e h et er o z y g o u s 



El e a n or G. S e a b y  | S e a b y-E n ni s S y n dr o m e  

P a g e 1 9 9  of 3 5 6  

 

d d x 1 7  m o d el a x o n o ut gr o wt h i s vi si bl y r e d u c e d c o m p ar e d wit h c o ntr ol s at N F st a g e 2 4 wit h e vi d e n c e of 

c o nti n u e d a x o n o ut gr o wt h at l at er st a g e s ( N F 2 6 o n w ar d s ( Fi g 5 .5 C  & Fi g S 4 B )).  

 

I n c o m p ari s o n t o t h e f o u n d er a ni m al s, F1  cri s p a nt t a d p ol e s b e ari n g n o n -m o s ai c h et er o z y g o u s or c o m p o u n d 

h et er o z y g o u s/ h o m o z y g o u s i n d el s i n d d x 1 7  s h o w n o gr o s s m or p h ol o gi c al or d e v el o p m e nt al a b n or m aliti e s 

i n cl u di n g i n g a str ul ati o n (Fi g s 5 .5 D, S 4 C & S 5 A ), h at c hi n g r at e a n d h e a d si z e (Fi g S 5 B ). Gr o s s str u ct ur al 

diff er e n c e s b et w e e n c o ntr ol a n d cri s p a nt s w er e n ot s e e n i n t h e f or e br ai n, mi d br ai n or hi n d br ai n r e gi o n s of 

h et er o z y g o u s d d x 1 7 cri s p a nt a ni m al s, e v e n w h e n br e d i n a [ Xtr. T g(t u b b 2 b: G F P) A m a y a] R RI D: 

E X R C _ 3 0 0 1 b a c k gr o u n d ( Fi g S 4 C ) t o m a k e diff er e n c e s m or e o b vi o u s. P o st-h at c hi n g, all a ni m al s m o v e d 

a w a y fr o m t a ctil e sti m uli (t o t h e h e a d) a n d at l at er st a g e s a d o pt e d a n or m al, h e a d d o w n filt er -f e e di n g p o st ur e 

wit h t h e a bilit y t o n a vi g at e fr e el y wit hi n t h eir r e s p e cti v e e n vir o n m e nt s. F u rt h er, n o a b n or m aliti e s i n 

l o c o m oti v e b e h a vi o ur  c o n si st e nt wit h d e s cri pt or s of s ei z ur e a cti vit y i n t a d p ol e s w er e o b s er v e d. 3 0 9, 3 1 0  T h e 

l o c o m oti v e a cti vit y of wil d-t y p e t a d p ol e s, h et er o z y g o u s or h o m o z y g o u s, n o n-m o s ai c cri s p a nt s i n  d d x 1 7  w a s 

i n di sti n g ui s h a bl e at N F 4 8 w h e n tr a c k e d a cr o s s a 1 0-mi n ut e tri al p eri o d ( Fi g 5 .5 E & S 5 C ). Si mil arl y, 

c o m p ar ati v e a v er a g e l o c o m oti v e a cti vit y i n t h e li g ht -d ar k a s s a y w a s n ot si g nifi c a ntl y diff er e nt fr o m c o ntr ol s 

i n eit h er n o n-m o s ai c cri s p a nt gr o u p, wit h all t a d p ol e s n ot e d t o s p e n d t h e m aj orit y of e a c h of t h e 5 -mi n ut e 

bl o c k s at t h e e d g e of t h e  di s h.  

 

U nli k e wil d -t y p e t a d p ol e s h o w e v er, b ot h n o n-m o s ai c cri s p a nt t a d p ol e m o d el s w er e n ot e d t o r e s p o n d wit h 

i n cr e a s e d l o c o m oti o n t o m ulti pl e d ar k-li g ht tr a n siti o n p eri o d s, alt h o u g h st artli n g w a s m or e pr o n o u n c e d i n 

t h e h o m o z y g o u s m o d el (Fi g 5 .5 F & S 5 D ). Si n c e t hi s i n di c at e d r e d u c e d m e m or y, a w ell c h ar a ct eri s e d 

w or ki n g m e m or y a s s a y  w a s u s e d , t h e 1 h o ur fr e e-m o v e m e nt p att er n Y -m a z e , t o c o m p ar e wil d-t y p e a n d 

h o m o z y g o u s or h et er o z y g o u s d d x 1 7  cri s p a nt t a d p ol e s. Alt h o u g h n ot si g nifi c a nt, h o m o z y g o u s d d x 1 7 

t a d p ol e s p erf orm e d f e w er alt er n ati o n s ( a v er a g e alt er n ati o n s 2 2. 6 % f or c o ntr ol t a d p ol e s a n d 1 5. 2 % f or 

h o m o z y g o u s d d x 1 7  t a d p ol e s ( n = 4 9, F( 1, 9 5) = 3. 7 6 1, p = 0. 0 5 5)) b ut si g nifi c a ntl y m or e r e p etiti o n s ( n = 

4 9, F( 1, 9 5) = 1 0. 9 8 3, p = 0. 0 0 1) t h a n c o ntr ol s ( Fi g S 5 E ). T hi s i n cr e a s e i n r e p etiti o n s t a k e n t o g et h er wit h 

t h e u n att e n u at e d st artl e r e s p o n s e s u g g e st s i n cr e a s e d l e v el s of a n xi et y i n t h e h o m o z y g o u s d d x 1 7 t a d p ol e 

gr o u p. 3 1 1  I n c o m p ari s o n, t h e h et er o z y g o u s d d x 1 7 m o d el d e m o n str at e d si g nifi c a ntl y f e w er alt er n ati o n s ( F( 1, 



El e a n or G. S e a b y  | S e a b y-E n ni s S y n dr o m e  

P a g e 2 0 0  of 3 5 6  

 

8 0) = 1 4. 2 5, p < 0. 0 0 1) wit h o ut a si g nifi c a nt i n cr e a s e i n r e p etiti o n s ( F( 1, 8 0) = 3. 2 9, p = 0. 0 7 4) w h e n 

c o m p ar e d t o wil d -t y p e t a d p ol e s (Fi g 5 .5 G ). W h e n c o n si d er e d al o n g si d e t h e r e s p o n s e o b s er v e d i n t h e li g ht -

d ar k a s s a y, t hi s s h o w s a cl e ar d efi cit i n t h e s h ort -t er m w or ki n g m e m or y.  

 

O v er all, t h e cri s p a nt d d x 1 7  m o d el s s h o w v er y si mil ar p h e n ot y p e s, wit h e vi d e n c e of r e d u c e d a x o n o ut gr o wt h 

a n d w or ki n g m e m or y c o n si st e nt b et w e e n t h e m. T h e m o s ai c f o u n d er a ni m al s h o w e v er m o v e l e s s t h a n t h e 

wil d -t y p e t a d p ol e s u nli k e t h e ot h er cri s p a nt m o d el s a n d h a v e a tr a n si e ntl y r e d u ce d h e a d si z e.  

 

5 .3 .4   R N A -s e q a n al y si s  
 

Fi n all y, t o g ai n i n si g ht i nt o t h e p o s si bl e f u n cti o n s a n d t ar g et g e n e s of D D X 1 7 i n a h u m a n c ell ul ar c o nt e xt, 

tr a n s cri pt o mi c a n al y si s of n e ur o bl a st o m a S H -S Y 5 Y c ell s  w a s p erf or m e d  w h er e b y t h e e x pr e s si o n of t h e 

D D X 1 7  g e n e  w a s k n o c k e d -d o w n u si n g a mi xt ur e of 2 diff er e nt si R N A s ( Fi g 5 .6 A ). 3 5 0 g e n e s diff er e nti all y 

e x pr e s s e d g e n e s w er e i d e ntifi e d i n D D X 1 7 -K D c ell s c o m p ar e d t o c o ntr ol c ell s ( Fi g 5 .6 B  a n d 

S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 5 ). T h e f u n cti o n s of t hi s s et of g e n e s w er e si g nifi c a ntl y a s s o ci at e d t o 

d e v el o p m e nt al pr o c e s s e s, i n p arti c ul ar t h e d e v el o p m e nt a n d f u n cti o n s of t h e n er v o u s s y st e m ( Fi g 5 .6 C, 

S 6, a n d  S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 1 ). F or i n st a n c e, t h e e x pr e s si o n of s e v er al d e v el o p m e nt -a s s o ci at e d 

tr a n s cri pti o n f a ct or s (M S X 2 , T B X 3 , G A T A 3 , F O S L 1 , N E U R O G 2 , S M A D 6 a n d S M A D 9 , S O X 1 3 , D R G X , 

R A R B , M Y C N … ) w a s d er e g ul at e d u p o n D D X 1 7  K D. Of n ot e, l o o ki n g at t h e m ol e c ul ar f u n cti o n s a s s o ci at e d 

t o t h o s e g e n e s al s o r e v e al e d t h e pr e s e n c e of a si g nifi c a nt n u m b er of tr a n s-m e m br a n e r e c e pt or s ( 3 1 g e n e s) 

a n d r e c e pt or li g a n d s ( 1 5 g e n e s) ( S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 5 ), i n cl u di n g s e v er al r e c e pt or s/li g a n d s 

a s s o ci at e d wit h a x o n g ui d a n c e ( D C C , E F N B 2 , P L X N A 2 a n d P L X N A 4 , S E M A 6 A a n d S E M A 6 D , R E T , 

R O B O 2 , U N C 5 D …).
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F I G U R E 5 .6  | D D X 1 7  C O N T R O L S T H E E X P R E S SI O N O F G E N E S I N V O L V E D I N N E R V O U S S Y S T E M D E V E L O P M E N T  

 

R e s ult s pr o d u c e d b y C. B o ur g e oi s.  A.  W e st er n -bl ot s h o wi n g t h e si R N A -m e di at e d d e pl eti o n of D D X 1 7 pr ot ei n i n S H -S Y 5 Y c ell s. B. 

V ol c a n o pl ot s h o wi n g t h e g e n e s t h at ar e i m p a ct e d b y D D X 1 7 K D i n S H -S Y 5 Y c ell s, a s pr e di ct e d fr o m t h e R N A -s e q a n al y si s. 

Si g nifi c a ntl y alt er e d g e n e s ( d o w nr e g ul at e d i n bl u e a n d u pr e g ul at e d i n r e d) w er e i d e ntifi e d a s d e s cri b e d i n t h e M et h o d s s e cti o n.  

C.  G e n e o nt ol o g y a n al y si s u si n g S hi n y G O f or t h e g e n e s i m p a ct e d b y D D X 1 7 K D. O nl y t h e t o p 2 0 of t h e G O e nri c h e d bi ol o gi c al 

pr o c e s s e s ar e s h o w n ( s e e S u p pl e m e nt ar y Fil e A f or t h e  f ull li st of e nri c h e d t er m s). 

D.  V ali d ati o n of t h e eff e ct of D D X 1 7 k n o c k d o w n o n t h e st e a d y -st at e e x pr e s si o n of a s el e cti o n of g e n e s. R T -q P C R d at a w er e fir st 

n or m ali s e d t o G A P D H m R N A l e v el i n e a c h c o n diti o n, a n d t h e n or m ali s e d m R N A l e v el of e a c h g e n e i n t h e D D X 1 7 k n o c k d o w n c o n diti o n 

w a s t h e n n or m ali s e d t o t h e c o ntr ol c o n diti o n, s et t o 1. D at a ar e e x pr e s s e d a s t h e m e a n v al u e ± S. E. M. of i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s ( n = 

3). U n p air e d St u d e nt’ s t -t e st (* P-v al < 0. 0 5; ** P -v al < 0. 0 1; *** P -v al < 0. 0 0 1).  

E.  C orr el ati o n b et w e e n t h e m e a s ur e d f ol d c h a n g e of e x pr e s si o n ( x -a xi s) a n d t h e c orr e s p o n di n g pr e di ct e d f ol d c h a n g e v al u e ( y -a xi s) f or 

t h e 2 8 g e n e s s h o w n i n p a n el E.
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S u b s et s of g e n e s of w hi c h st e a d y -st at e e x pr e s si o n w a s n e g ati v el y ( 1 3 1 g e n e s) or p o siti v el y ( 2 1 9 g e n e s) 

alt er e d b y D D X 1 7  K D w er e s e p ar at el y a n al y s e d (S u p pl e m e nt ar y fil e s S D 1  & S D 5 ). T hi s a n al y si s s h o w e d 

a g ai n a si g nifi c a nt o c c urr e n c e of G O t er m s a s s o ci at e d wit h n e ur o g e n e si s i n b ot h gr o u p s of g e n e s, b ut it 

al s o u n d erli n e d a li n k b et w e e n d o w nr e g ul at e d g e n e s a n d b o d y m or p h o g e n e si s, w hil e t h e gr o u p of 

u pr e g ul at e d g e n e s w a s a s s o ci at e d m or e s p e cifi c all y t o c ell si g n alli n g  p at h w a y s ( S u p pl e m e nt ar y  Fi g S 7 ). 

T o v ali d a t e t hi s c o m p ut ati o n al a n al y si s, 2 8 g e n e s  w er e s el e ct e d  fr o m t h e t w o s u b gr o u p s of mi s-r e g ul at e d 

g e n e s a n d m e a s ur e d t h eir m R N A l e v el b y R T -q P C R a s s a y s i n m o c k -d e pl et e d a n d D D X 1 7 -d e pl et e d S H -

S Y 5 Y c ell s. C o n si st e ntl y, t h e e x pr e s si o n of e a c h t e st e d g e n e w a s alt er e d a s pr e di ct e d fr o m t h e R N A -s e q, 

wit h a str o n g c o m b i n e d c orr el ati o n s c or e ( R2 = 0. 9 4 2) ( Fi g s 5 .6 D  a n d 5 .6 E ). 

C oll e cti v el y, t h e s e r e s ult s i n di c at e t h at t h e D D X 1 7 g e n e i s i n v ol v e d i n s e v er al pr o c e s s e s d uri n g t h e 

d e v el o p m e nt of v ert e br at e s, i n p arti c ul ar i n t h e d e v el o p m e nt of t h e n er v o u s s y st e m, m o st li k el y b e c a u s e 

t h e y c o ntr ol t h e e x pr e s si o n of s u b s et s of g e n e s wit h k e y f u n cti o n s i n t h e n e ur al s y st e m. 

 

5 . 4 Di s c u s si o n  
 
 
T hi s i s t h e fir st st u d y t o d e s cri b e d e n o v o  h et er o z y g o u s D D X 1 7 v ari a nt s a s s o ci at e d wit h f e at ur e s d e s cri bi n g 

a n o v el n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er , S e a b y-E n ni s S y n dr o m e . M o u s e a n d fr o g a ni m al m o d el s  pr o vi d e 

str o n g e vi d e n c e t h at D D X 1 7 pl a y s i m p ort a nt r ol e s i n t h e d e v el o pi n g n er v o u s s y st e m. M or e s p e cifi c all y, 

D d x 1 7 k n o c k d o w n i m p air e d n e ur o n al mi gr ati o n a n d a x o n d e v el o p m e nt i n t h e br ai n of n e w b or n mi c e a n d 

r e d u c e d a x o n o ut gr o wt h a n d br a n c hi n g i n pri m ar y c orti c al n e ur o n s i n vitr o. I n a gr e e m e nt wit h t h e s e r e s ult s, 

cri s p a nt t a d p ol e d d x 1 7 m o d el s, i n cl u di n g a h et er o z y g o u s F 1  m o d el, al s o pr e s e nt e d a r e d u c e d a x o n 

o ut gr o wt h p h e n ot y p e.  Cri s p a nt t a d p ol e s al s o h a d cl e ar f u n cti o n al n e ur o n al  d ef e ct s. Si n c e t h e r e gi o n a n d 

d e v el o p m e nt al st at e of t h e c e ntr al n er v o u s s y st e m i n t h e mi c e a n d t a d p ol e s i n w hi c h t hi s eff e ct h a s b e e n 

n ot e d ar e di sti n ct, it s u g g e st s t h at D D X 1 7  h a s a n i m p ort a nt r ol e i n wi d el y di stri b ut e d n e ur o d e v el o p m e nt al 

pr o c e s s e s. T h e c o n s er v ati o n of f u n cti o n a cr o s s e v ol uti o n aril y di st a nt s p e ci e s s u c h a s mi c e a n d fr o g s 

str o n gl y s u p p ort t h at t h e r ol e of D D X 1 7  i s c o n s er v e d i n h u m a n s t o o. T h e s e i n vi v o r e s ult s ar e t h er ef or e 

c o n si st e nt wit h t h e h y p ot h e si s t h at h et er o z y g o u s l o s s -of -f u n cti o n D D X 1 7 v ari a nt s i d e ntifi e d i n p ati e nt s 
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i n d u c e a si g nifi c a nt alt er ati o n of t h e f u n cti o n of t h e pr ot ei n d uri n g n e ur o n al d e v el o p m e nt, r e s ulti n g i n t h e 

o b s er v e d p h e n ot y p e.  

 

T h e S e a b y -E n ni s s y n dr o m e p h e n ot y p e a s s o ci at e d wit h d e n o v o  v ari a nt s i n D D X 1 7 i s c o n si st e nt wit h a 

n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er, t y pifi e d b y mil d -m o d er at e i nt ell e ct u al di s a bilit y, d el a y e d s p e e c h a n d 

l a n g u a g e d e v el o p m e nt a n d gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y. Si xt y-f o ur p er c e nt ( 7/ 1 1) of t h e c o h ort h a v e 

d y s m or p hi c f a ci al f e at ur e s, alt h o u g h f or m a n y t hi s i s s u btl e. O v erl a p pi n g d y s m or p h ol o g y b et w e e n p ati e nt s 

i n cl u d e s: s y n o p hr y s; u p sl a nti n g p al p e br al fi s s ur e s; d e pr e s s e d n a s al bri d g e; p o st eri orl y r ot at e d e ar s; hi g h 

ar c h e d e y e br o w s; e pi c a nt h u s; t el e c a nt h u s; a n d str a bi s m u s. S o m e p ati e nt s h a v e gr o s s a n d fi n e m ot or 

d el a y, g e n er ali s e d h y p ot o ni a, st er ot y p y, a n d e vi d e n c e of a uti s m s p e ctr u m di s or d er.  

 

T h er e w er e n o s u b st a nti al diff er e n c e s i n p h e n ot y p e s e v erit y b et w e e n p ati e nt s h ar b o uri n g  mi s s e n s e v ari a nt s 

v er s u s l o s s -of -f u n cti o n v ari a nt s, s u g g e sti n g D D X 1 7 h a pl oi n s uffi ci e n c y c a u s e s t h e o b s er v e d p h e n ot y p e. 

Si n c e all mi s s e n s e v ari a nt s b ut o n e f all wit hi n t h e h eli c a s e d o m ai n ( Fi g 5. 2 ), it s u g g e st s t h at t h e y i m p a ct 

t h e str u ct ur e a n d/ or a cti vit y of t hi s d o m ai n i n a w a y t h at d e e pl y alt er s t h e o v er all f u n cti o n of D D X 1 7, si mil arl y 

t o l o s s-of -f u n cti o n v ari a nt s. Pr eli mi n ar y m ol e c ul ar m o d elli n g a n al y s e s di d n ot r e v eal a n y si g nifi c a nt 

m o difi c ati o n of t h e D D X 1 7 str u ct ur e i n w hi c h p ati e nt mi s s e n s e m ut ati o n s w er e i ntr o d u c e d ( d at a n ot s h o w n). 

H o w e v er, t hi s a n al y si s w a s b a s e d o n t h e o nl y k n o w n 3 D str u ct ur e of h u m a n D D X 1 7, w hi c h i s li mit e d t o t h e 

h eli c a s e c or e d o m ai n 3 1 2 . R e c e ntl y it h a s b e e n s h o w n t h at t h e t w o di s or d er e d a n d fl e xi bl e fl a n ki n g d o m ai n s 

al s o str o n gl y aff e ct t h e h eli c a s e a cti vit y of D b p 2, t h e y e a st D D X 1 7 ort h ol o g. 3 1 3  It i s t h u s c urr e ntl y i m p o s si bl e 

t o a c c ur at el y pr e di ct t h e i m p a ct of v ari a nt s o n D D X 1 7 f u n cti o n, wit h o ut t a ki n g i nt o a c c o u nt t h e i nt er a cti o n s 

b et w e e n t h e str u ct ur e d a n d u n str u ct ur e d r e gi o n s of t h e pr ot ei n.  

 

W e, a n d ot h er s 3 0 3, 3 0 4  h a v e s h o w n pr e vi o u sl y a r ol e of D D X 1 7 i n t h e r eti n oi c a ci d i n d u c e d diff er e nti ati o n of 

n e ur o bl a st o m a S H -S Y 5 Y a n d pl uri p ot e nt e m br y o n al N T E R A 2 c ell s, r e s p e cti v el y. H o w e v er, t hi s eff e ct w a s 

m o st e vi d e nt w h e n D D X 1 7 k n o c k d o w n w a s c o m bi n e d wit h t h e c o n c o mit a nt d e pl eti o n of it s p ar al o g D D X 5. 

T hi s w or k n o w d e m o n str at e s  t h at t h e d o w nr e g ul ati o n of D D X 1 7 al o n e i s s uffi ci e nt t o alt er n e ur o n al 

d e v el o p m e nt, b ot h i n vi v o a n d i n vitr o. B ot h D D X 1 7 a n d D D X 5 h a v e l ar g el y r e d u n d a nt f u n cti o n s, w hi c h 
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pr o b a bl y e x pl ai n s w h y t h eir j oi nt d e pl eti o n h a s s u c h a str o n g eff e ct c o m p ar e d t o si n gl e pr ot ei n d e pl eti o n. 

I nt er e sti n gl y, t w o di sti n ct s h R N A s t ar g eti n g D D X 1 7 alt er n e ur o n al mi gr ati o n i n t h e m o u s e c ort e x. Alt h o u g h 

s h R N A -b a s e d str at e gi e s ar e pr o n e t o off -t ar g et di sr u pti o n of n e ur o n al mi gr ati o n i n t h e m o u s e c ort e x3 1 4 , t h e 

mi gr ati o n p h e n ot y p e i s c o m p ati bl e wit h a  pr e vi o u s o b s er v ati o n t h at D D X 1 7 c o ntr ol s t h e a cti vit y of t h e 

R e pr e s s or El e m e nt 1 -sil e n ci n g tr a n s cri pti o n f a ct or ( R E S T) c o m pl e x d uri n g n e ur o g e n e si s 3 0 3  a n d t h at t h e 

R E S T/ C o R E S T c o m pl e x r e g ul at e s n e ur o n al mi gr ati o n. 3 1 5  F ut ur e st u di e s u si n g g e n eti c k n o c k o ut m o d el s 

will d e m o n str at e t h e s p e cifi cit y of t h e mi gr ati o n p h e n ot y p e. F urt h er m or e, t hi s w or k r e p orts  t h at D D X 1 7 pl a y s 

a r ol e i n a x o n m or p h o g e n e si s t h at i s i n d e p e n d e nt of it s f u n cti o n i n n e ur o n al mi gr ati o n.  

 

X e n o p u s  fr o g s h a v e b e e n u s e d a s pi o n e er m o d el or g a ni s m s si n c e t h e mi d-t w e nti et h c e nt ur y, m ai nl y i n 

di s c o v er y r e s e ar c h 3 1 6 . G e n e e diti n g w a s f o u n d t o b e e x c e pti o n all y eff e cti v e i n t h e m a n d t h eir a p pli c ati o n a s 

t o ol s f or st u d yi n g di s e a s e h a s i n cr e a s e d.3 1 7  X. tr o pi c ali s  ar e di pl oi d t etr a p o d s wit h v er y f e w g e n e 

d u pli c ati o n s. T h eir g e n o m e str u ct ur e h a s hi g h l e v el s of s y nt e n y wit h h u m a n s 3 1 8  a n d t h e i niti al d et er mi n ati o n 

t h at 8 0 % of h u m a n di s e a s e g e n e s h a v e ort h ol o g u e s i n t hi s s p e ci e s i s n o w t h o u g ht t o b e a n 

u n d er e sti m at e. 3 1 9  R e s e ar c h  h a s  s h o w n t h e m t o b e hi g hl y s uit e d t o t e sti n g t h e li n k s b et w e e n a v ari a nt of 

u n c ert ai n si g nifi c a n c e a n d h u m a n di s e a s e p h e n ot y p e s. 2 6 1, 3 2 0  T hi s c a n oft e n b e a c hi e v e d wit h o ut br e e di n g 

t h e a ni m al s d u e t o t h e effi ci e n c y of C RI S P R/ C a s r e s ulti n g i n v er y l o w l e v el s of m o s ai ci s m i n f o u n d er s. 

H e n c e, t h e y r e pr e s e nt a r a pi d a n d c o st -eff e cti v e a s s a y f or g e n e -di s e a s e a s s o ci ati o n s, filli n g a n i m p ort a nt 

g a p b et w e e n t h e m o u s e a n d z e br afi s h m o d el s. H er e , m o s ai c f o u n d er s, a n d b ot h h et er o z y g o u s a n d 

c o m p o u n d h et er o z y g o u s/ h o m o z y g o u s F 1  n o n -m o s ai c m o d el s , h a v e b e e n u s e d t o t e st t h e eff e ct of a 

tr u n c ati o n i n d d x 1 7. H er ei n, t h e u s e of X e n o p u s  i n di s e a s e m o d elli n g h a s b e e n e x p a n d e d t hr o u g h 

a p pli c ati o n of a b e h a vi o ur al  a s s a y t o t a d p ol e s (t h e li g ht d ar k -tr a n siti o n a s s a y) t h at h a s b e e n u s e d pr e vi o u sl y 

i n ot h er m o d el s. T h e m e a s ur e m e nt s of b ot h w or ki n g m e m or y a n d a n xi et y wit h s m all m ol e c ul e i n hi bit or s  

w a s t h e n c o nfir m e d . A d diti o n all y, m o s ai c h o m o z y g o u s F0  cri s p a nt s w er e dir e ctl y c o m p ar e d wit h n o n -

m o s ai c F 1  h o m o z y g o u s a n d F 1  h et er o z y g o u s a ni m al s. T h er e w er e str o n g er p h e n ot y pi c eff e ct s i n m o s ai c 

f o u n d er a ni m al s. T hi s i s a k n o w n p h e n o m e n o n, w hi c h m a y b e a s s o ci at e d wit h a f ail ur e t o a cti v at e 

c o m p e n s at or y m e c h a ni s m s i n m o s ai c a ni m al s, i n cl u di n g cri s p a nt s i n a n ot h er a q u ati c m o d el, z e br afi s h 

(r e vi e w e d b y R o uf et al .3 2 1 ). T hi s s u g g e st s t h at X e n o p u s  b e h a v e li k e z e br afi s h i n t hi s r e s p e ct.  
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T h e s e  d at a off er s o m e li mit e d i n si g ht s i nt o t h e m e c h a ni s m w h er e b y D D X 1 7 v ari a nt s aff e cti n g it s f u n cti o n 

r el at e t o t h e di s e a s e p h e n ot y p e. Si n c e D D X 1 7 i s k n o w n t o r e g ul at e g e n e e x pr e s si o n at m ulti pl e l e v el s, t h e 

diff er e nt p at h ol o gi c al f e at ur e s a s s o ci at e d wit h D D X 1 7 m ut ati o n s li k el y r e s ult fr o m t h e alt er e d e x pr e s si o n of 

s o m e of it s t ar g et g e n e s a n d tr a n s cri pt s. I n d e e d, t h e tr a n s cri pt o mi c a n al y si s s h o w e d t h at 3 5 0 g e n e s m a y 

b e i m p a ct e d, a l ar g e pr o p orti o n of w hi c h ar e i m p ort a nt f or d e v el o p m e nt a n d m or p h o g e n e si s, a n d m o st 

p arti c ul arl y f or n e ur o g e n e si s. T hi s i n cl u d e s s e v er al k e y tr a n s cri pti o n f a ct or s ( N E U R O G 2 , R A R B , M Y C N … ), 

t h e d er e g ul ati o n of w hi c h c o ul d h a v e dir e ct a n d i n dir e ct eff e ct s o n m a n y ot h er g e n e s d uri n g  e m br y o ni c 

d e v el o p m e nt. F urt h er m or e, t h e D D X 1 7 -d e p e n d e nt r e g ul ati o n of s e v er al g e n e s c o di n g f or tr a n s -m e m br a n e 

r e c e pt or s a n d li g a n d s a s s o ci at e d wit h a x o n g ui d a n c e i s al s o of p arti c ul ar si g nifi c a n c e, c o n si d eri n g t h e 

alt er e d a x o n al d e v el o p m e nt o b s er v e d u p o n D D X 1 7 k n o c k d o w n i n mi c e a n d t a d p ol e s, a n d t h e n e ur ol o gi c a l 

p h e n ot y p e o b s er v e d i n p ati e nt s. W hil st f urt h er w or k i s n e e d e d, t h e g o al of t hi s st u d y i s t o e st a bli s h D D X 1 7 

a s a n o v el n e ur o d e v el o p m e nt al di s e a s e g e n e a n d e n a bl e i d e ntifi c ati o n of m or e p ati e nt s t o f urt h er el u ci d at e 

t h e g e n ot y p e-p h e n ot y p e r el ati o n s hi p.  

 

5 . 5 C o n cl u si o n  
 

El e v e n  p ati e nt s wit h n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e s h ar b o uri n g m o n o all eli c d e n o v o  v ari a nt s i n D D X 1 7  

w er e i d e ntifi e d , d e s cri bi n g a n e w di s or d er , S e a b y-E n ni s S y n dr o m e . F u n cti o n al e x p eri m e nt s (i n vitr o a n d i n 

vi v o ) s h o w t h at D D X 1 7  i s i m p ort a nt i n n e ur o d e v el o p m e nt al pr o c e s s e s, i n k e e pi n g wit h t h e o b s er v e d h u m a n 

p h e n ot y p e. D d x 1 7 k n o c k d o w n of n e w b or n mi c e s h o w e d i m p air e d a x o n o ut gr o wt h, a n d r e d u c e d a x o n 

o ut gr o wt h a n d br a n c hi n g w a s o b s er v e d i n pri m ar y c orti c al n e ur o n s i n vitr o. T h e a x o n o ut gr o wt h p h e n ot y p e 

w a s r e pli c at e d i n cri s p a nt d d x 1 7  t a d p ol e s, i n cl u di n g i n a h et er o z y g o u s ( F1 ) m o d el. Cri s p a nt t a d p ol e s h a d 

cl e ar f u n cti o n al n e ur al d ef e ct s a n d s h o w e d a n i m p air e d n e ur o b e h a vi or al p h e n ot y p e. Tr a n s cri pt o mi c 

a n al y si s f urt h e r s u p p ort s t h e r ol e of D D X 1 7  i n n e ur o d e v el o p m e nt al pr o c e s s e s, p arti c ul arl y n e ur o g e n e si s. 

T h e s e r e s ult s str o n gl y s u p p ort t h at m o n o all eli c v ari a nt s i n D D X 1 7  c a u s e a n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e.
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C h a pt e r 6  | D e n o v o  v ari a nt s i n H D L B P  ar e a s s o ci at e d wit h  a 
n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e  

 

6 . 0  C o nt ri b uti o n st at e m e nt  
 
T hi s c h a pt er  c o nt ai n s u n p u bli s h e d r e s ult s a n d  b uil d s u p o n t h e w or k  of C h a pt er 4 , w h er e b y H D L B P w a s 

i d e ntifi e d a s a c a n di d at e n o v el di s e a s e g e n e. I h a v e c ur at e d a n  i nt er n ati o n al c a s e s eri e s of 7 p ati e nt s, 

o bt ai ni n g c o n s e nt a n d d et ail e d p h e n ot y p e d at a, a n d  h a v e  c o or di n at e d a n eff ort bri n gi n g t o g et h er l o c al a n d 

i nt er n ati o n al c oll a b or at or s t o f u n cti o n all y v ali d at e t h e g e n e a s di s e a s e-c a u si n g. X e n o p u s  m o d elli n g w a s 

p erf or m e d b y A. G o d wi n, T. Fl et c h er, a n d M. G uill e  at t h e U ni v er sit y of P ort s m o ut h . R N A-bi n di n g 

e x p eri m e nt s w er e  u n d ert a k e n b y I. Mi ni a a n d M. L a n dt h al er  i n G er m a n y. All ot h er w or k i s m y o w n wit h 

s u p p ort fr o m m y s u p er vi s or y t e a m .  

 

6 . 1  I nt r o d u cti o n 
 
H D L B P i s a pr ot ei n fir st d e s cri b e d i n 1 9 8 7 b y Gr a h a m et al .3 0 5  It s n a m e ori gi n at e s fr o m t h e o b s er v ati o n t h at 

it bi n d s t o hi g h d e n sit y li p o pr ot ei n. It i s u bi q uit o u sl y e x pr e s s e d, wit h hi g h e x pr e s si o n i n s e cr et or y ti s s u e 

s u c h a s t h e p a n cr e a s, t h yr oi d, a n d g a str oi nt e sti n al tr a ct. H D L B P c o m pri s e s 1 5 h n R N P h o m ol o g y ( K H) 

d o m ai n s, m or e t h a n a n y ot h er h u m a n K H -d o m ai n pr ot ei n. T h e K H d o m ai n i s hi g hl y c o n s er v e d a cr o s s 

di v er s e or g a ni s m s s u c h a s B a ct eri a, Ar c h a e a a n d E u k ar y ot e s, s u g g e sti n g it ar o s e e arl y i n e v ol uti o n. 3 0 6  K H 

d o m ai n s pr e d o mi n a ntl y i nt er a ct wit h m R N A s a n d c o m pri s e a c or e m otif f ol d e d i nt o a β α α β u nit.3 0 6  

  

H D L B P h a s b e e n s h o w n t o c o ntri b ut e t o bi ol o gi c al pr o c e s s e s i n cl u di n g pr ot ei n a g gr e g ati o n a n d tr a n sl ati o n. 

It l o c ali s e s t o b ot h t h e c yt o s ol a n d e n d o pl a s mi c r eti c ul u m ( E R).3 0 7 T h e pr e ci s e f u n cti o n of H D L B P i s n ot w ell 

e st a bli s h e d h o w e v er r e c e nt w or k b y Zi n n all et al.  s h o w s t h at H D L B P dir e ctl y i nt er a ct s wit h m or e t h a n 8 0 % 

of E R l o c ali s e d m R N A s, 3 0 7  a n d t h at a b s e n c e of H D L B P r e s ult s i n d e cr e a s e d tr a n sl ati o n al effi ci e n c y of 

H D L B P -t ar g et m R N A s, a n d i m p air e d pr ot ei n s y nt h e si s a n d s e cr eti o n i n m o d el c ell li n e s. Ot h er f u n cti o n s of 

H D L B P i n cl u d e R N A tr a n s p ort, c hr o m o s o m e s e gr e g ati o n, g e n o mi c st a bilit y, D N A d a m a g e r e p air, a n d 

h et er o c hr o m ati n -m e di at e d g e n e sil e n ci n g. 3 0 8, 3 0 9  
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H D L B P  i s a g e n e hi g hl y c o n str ai n e d f or l o s s-of -f u n cti o n ( L o F). F e w er L o F v ari a nt s ar e o b s er v e d i n h e alt h y 

h u m a n p o p ul ati o n s t h a n w o ul d b e e x p e ct e d u n d er a n ull m ut ati o n al h y p ot h e si s. 2 8 6  T hi s s u g g e st s t h at 

H D L B P  i s i nt ol er a nt t o m ut ati o n. G e n e s c o n str ai n e d f or L o F ar e hi g hl y a s s o ci at e d wit h h a pl oi n s uffi ci e nt 

di s e a s e g e n e s 2 8 7 , s u g g e sti n g t h at H D L B P  m a y pr e s e nt a n o v el di s e a s e g e n e. I n 2 0 0 9, F el d er et al .3 1 0  

d e s cri b e d a p ati e nt wit h a uti s m a n d br a c h y m et a p h al a n g y m e eti n g crit eri a f or 2 q 3 7 d el eti o n s y n dr o m e 

( Al bri g ht H er e dit ar y O st e o d y str o p h y-li k e s y n dr o m e or Br a c h y d a ct yl y-M e nt al R et ar d ati o n s y n dr o m e, MI M: 

6 0 0 4 3 0). G e n e s wit hi n t h e 2 q 3 7. 3 r e gi o n i n cl u d e F A R P 2, G P C 1, P A S K, KI F 1 A a n d H D L B P , all of w hi c h 

ar e i n v ol v e d i n n e ur o n al diff er e nti ati o n a n d s k el et al pr o c e s s e s. F el d er et al . u s e d l y m p h o bl a st oi d c ell li n e s 

d eri v e d fr o m t h eir p ati e nt a n d hi s f a mil y a n d p erf or m e d R N A e x pr e s si o n a n al y s e s. T h eir r e s ult s s h o w e d 

t hat F A R P 2, P A S K  a n d H D L B P  w er e si g nifi c a ntl y d o w nr e g ul at e d i n t h e p ati e nt’ s c ell li n e, s u p p orti n g t h at 

H D L B P  c o ntri b ut e d t o t h e p ati e nt’ s n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e. 3 1 0  A d diti o n all y, r e s e ar c h b y B a n d a y et 

al.  h a s s h o w n a r ol e f or H D L B P  i n D N A d o u bl e-str a n d br e a k r e p air, w h er e b y it i s h y p ot h e si s e d t h at 

h a pl oi n s uffi ci e n c y of H D L B P m a y c o ntri b ut e t o a uti s m s p e ctr u m di s or d er ( A S D). 3 0 9  T hi s h y p ot h e si s i s 

f urt h er s u p p ort e d b y S att er str o m et al .3 1 1 , w h o p erf or m e d l ar g e-s c al e e x o m e s e q u e n ci n g o n 1 1, 9 8 6 p ati e nt s 

wi t h A S D a n d 2 3, 5 9 8 c o ntr ol s. T h e y a p pli e d a n e n h a n c e d a n al yti c al fr a m e w or k, i nt e gr ati n g d e n o v o  a n d 

c a s e -c o ntr ol r ar e v ari ati o n t o i d e ntif y ri s k g e n e s f or A S D. H D L B P  w a s o n e of t h e g e n e s i m pli c at e d i n b ot h 

t h e f u n cti o n al d e v el o p m e nt a n d n e ur o bi ol o g y of A S D. 

 

D e s pit e t h e i m pli c ati o n t h at H D L B P  m a y b e i n v ol v e d i n a uti s m s p e ctr u m di s or d er, t h e g e n e i s n ot c urr e ntl y 

a r e c o g ni s e d di s e a s e g e n e i n t h e cli ni c al g e n eti c c o m m u nit y. T ar g et e d st u di e s ar e r e q uir e d t o 

u n a m bi g u o u sl y d et er mi n e a n y  p at h o g e ni c c o n s e q u e n c e s  of v ari a nt s i n t h i s l o s s-of -f u n cti o n c o n str ai n e d 

g e n e.   

 

6 . 2  M et h o d s  
 
 
6 . 2.1   A c c e s si n g p ati e nt d at a  
  

T hr o u g h m e m b er s hi p of a G e n o mi c s E n gl a n d Cli ni c al I nt er pr et ati o n P art n er s hi p, a c c e s s w a s o bt ai n e d t o 

d ei d e ntifi e d w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g a n d p h e n ot y p e d at a st or e d i n t h e G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h 
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E n vir o n m e nt. T h e  D e N o v o L O E U F m et h o d w a s a p pli e d t o i d e ntif y p ati e nt s wit h v ari a nt s i n g e n e s ( wit h o ut 

a k n o w n di s e a s e a s s o ci ati o n) c o n str ai n e d f or L o F  (s e e C h a pt er 4  r e s ult s). T w o p ati e nt s w er e i d e ntifi e d 

wit h pr e di ct e d L o F v ari a nt s i n H D L B P . A d diti o n al st u d y s u bj e ct s w er e i d e ntifi e d t hr o u g h G e n e M at c h er. 3 0 7  

I n t ot al, 7 p ati e nt s c o n s e nt e d t o p arti ci p at e i n t h e st u d y. P ar e nt s a n d l e g al g u ar di a n s of all aff e ct e d 

i n di vi d u al s pr o vi d e d writt e n c o n s e nt f or t h e p u bli c ati o n of t h eir r e s ult s al o n g si d e g e n eti c a n d cli ni c al 

i nf or m ati o n. 

 

6 . 2.2   X e n o p u s  m et h o d s  
 

A d ult Ni g eri a n str ai n X e n o p u s tr o pi c ali s w er e h o u s e d wit hi n t h e E ur o p e a n X e n o p u s R e s o ur c e C e ntr e 

( EX R C; htt p s:// x e n o p u sr e s o ur c e. or g), U ni v er sit y of P ort s m o ut h, i n r e cir c ul ati n g M B K Lt d s y st e m s 

m ai nt ai n e d at 2 4 o C - 2 7 o C ( 1 3 -1 1 -h o ur li g ht -d ar k c y cl e) wit h 1 0 % d ail y w at er c h a n g e s. All X e n o p u s  w or k 

w a s c o m pl et e d i n a c c or d a n c e wit h t h e H o m e Offi c e C o d e of Pr a cti c e u n d er P P 4 3 5 3 4 5 2 f oll o wi n g et hi c al 

a p pr o v al fr o m t h e U ni v er sit y of P ort s m o ut h’ s A ni m al W elf ar e a n d Et hi c al R e vi e w B o d y. D et ail e d X e n o p u s  

m et h o d s ar e a v ail a bl e i n M et h o d s 2. 8. 1 . I n s u m m ar y, C RI S P R/ C a s 9 s g R N A s w er e u s e d t o t ar g et e x o n 6 

of h dl b p  t o g e n er at e m o s ai c h o m o z y g o u s h dl b p  cri s p a nt s. T w o  e x p eri m e nt s w er e p erf or m e d. I n e x p eri m e nt 

1, a r a n g e of c o n c e ntr ati o n s of  e a c h s g R N A w a s i nj e ct e d at t h e o n e -c ell st a g e; i n d el p e n etr a n c e a n d 

p h e n ot y p e w er e a s s e s s e d i n t h e r e s ulti n g e m br y o s. I n e x p eri m e nt 2, 3 0 0 p g of g e n e -e diti n g c o m p o n e nt s 

w a s i nj e ct e d i nt o o n e -of -t w o-c ell e m br y o s a n d t h e r e s ult a nt p h e n ot y p e w a s a s s e s s e d. F 0  cri s p a nt s w er e 

a s s e s s e d f or m or p h ol o gi c al a b n or m aliti e s a n d t h e y h a d t h eir s ur vi v al a n d l o c o m oti o n a s s e s s e d.   

 
6 . 2.3  R N A -bi n di n g m et h o d s  
 
R N A -bi n di n g m et h o d s ar e s u m m ari s e d i n M et h o d s 2. 1 1 . Bri efl y, h u m a n wil d t y p e H D L B P pr ot ei n ( K H 

d o m ai n s 5 t o 9), a n d t w o m ut a nt pr ot ei n s ( K H d o m ai n 5 t o 9) c o nt ai ni n g p ati e nt -s p e cifi c mi s s e n s e 

v ari a nt s I 4 7 1 V ( p ati e nt 4) a n d R 6 7 7 H ( p ati e nt 7), w er e e x pr e s s e d i n E. c oli . T h e pr ot ei n fr a g m e nt s w er e 

t h e n p urifi e d. T h e wil d t y p e a n d m ut a nt H D L B P fr a g m e nt s w er e i n c u b at e d wit h fl u or e s c ei n -l a b ell e d 

T F R C 1 a n d T F R C 2 R N A pr o b e s. A fl u or e s c e n c e p ol ari s ati o n a s s a y w a s p erf or m e d t o m e a s ur e t h e 

bi n di n g c a p a cit y of t h e H D L B P pr ot ei n s t o t h e t w o R N A pr o b e s. Bi n di n g c ur v e s wer e fitt e d u si n g a n o n -

li n e ar l o gi sti c r e gr e s si o n m o d el a n d t h e bi n di n g c a p a cit y w a s m e a s ur e d. 
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6 . 3  R e s ult s  
 
S e v e n  p ati e nt s wit h m o n o all eli c v ari a nt s i n H D L B P  w er e i d e ntifi e d . T hi s st e p i n v ol v e d c o nt a cti n g cli ni ci a n s 

fr o m a cr o s s t h e gl o b e u si n g t h e G e n e M at c h er pl atf or m a n d pr o vi di n g c oll a b or at or s wit h a c o m pr e h e n si v e 

p h e n ot y p e t e m pl at e t o c a pt ur e s ali e nt p h e n ot y pi n g d at a, w hi c h w a s l at er h ar m o ni s e d a n d s u m m ari s e d. 

R e s e ar c h c o n s e nt w a s t h e n o bt ai n e d f or e a c h of t h e s e v e n p arti ci p a nt s t o f a cilit at e p u bli c ati o n of  p h e n ot y p e 

a n d g e n ot y p e d at a.  

 

Si x of t h e  p ati e nt v ari a nt s w er e c o nfir m e d d e n o v o , a n d o n e w a s o b s er v e d i n a p ati e nt fr o m a c hil d -m ot h er 

d u o w h er e b y t h e v ari a nt w a s a b s e nt i n t h e m at er n al s a m pl e. All s e v e n p ati e nt s h a v e  a n e ur o d e v el o p m e nt al 

p h e n ot y p e  ( s e e T a bl e 6 .1  a n d  S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 6 ).  All v ari a nt s ar e  a b s e nt fr o m g n o m A D 2 6  

v 2. 1. 1 a n d v. 3. 1. 2.
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T A B L E 6 .1  | P A TI E N T V A RI A N T S A N D P H E N O T Y P E  

  L o s s -of -f u n cti o n Mi s s e n s e  

P ati e nt  1  2  3  4 * 5  6  7 * 

A g e ( at l a st vi sit)  1 0 y 8 m  2 y 5 m  5 y  U n k n o w n  1 3 y  7 y  3 y 6 m  

S e x  M  F  M  F  F  F  M  

V ari a nt  p. Gl y 7 4 8 Ar gf s T er 2 0  p. L y s 6 7 2 Ar gf s T er 4  

c. 1 3 7 3 -

1 G > A  p.Il e 4 7 1 V al  p. Ar g 8 3 9 Hi s  p. Gl n 3 9 2 Gl u  p. Ar g 6 7 7 Hi s  

I n h erit a n c e D e n o v o  D e n o v o  D e n o v o  

A b s e nt fr o m 

m at er n al 

s a m pl e a n d 

mi s si n g 

p at er n al 

s a m pl e  D e n o v o  D e n o v o  D e n o v o  

C o n d u cti v e h e ari n g 

i m p air m e nt N  N  Y  N  Y  N  N  

D y s m or p hi c f a ci al 

f e at ur e s N  Y  Y  Y  N  N  N  

A g e w al ki n g 

i n d e p e n d e ntl y 1 2 m  1 8 m  1 9 m  1 3 m  

U n a bl e t o 

w al k wit h o ut 

ort h o s e s  1 3 m  1 8 m  

I nt ell e ct u al di s a bilit y M o d er at e t o s e v er e  Mil d  N  B or d erli n e  N  N  B or d erli n e  

A D H D  N  S u s pi ci o n  N  Y  N  Y  N  

A uti s m s p e ctr u m 

di s or d er  Y  N  N  Y  N  

N ot y et 

a s s e s s e d  Y  

D el a y e d s p e e c h a n d 

l a n g u a g e d e v el o p m e nt Y  Y  Y  Y  N  Y  Y  

Gl o b al d e v el o p m e nt al 

d el a y  Y  Mil d  Mil d  Mil d  N  Y  B or d erli n e  

Gr o s s m ot or d el a y  Y  Mil d  Mil d  Y  Y  Y  N  

Fi n e m ot or d el a y  Y  Mil d  Mil d  B or d erli n e  N  Y  N  

M u s c ul ar h y p ot o ni a  N  N  Y  N  Y  N  N  

F –  F e m al e, M –  m al e, m –  m o nt h s, N –  N o, Y –  Y e s, y –  y e ar s.  * V ari a nt s m o d ell e d i n R N A -bi n di n g st u di e s.  Gr e y c ell –  u n k n o w n d at a.
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T h e c o h ort c o m pri s e s 3 m al e s a n d 4 f e m al e s. 4/ 7 ( 5 7 %) h a v e i nt ell e ct u al di s a bilit y r a n gi n g fr o m b or d erli n e 

t o m o d er at e-s e v er e. F ort y -t hr e e p er c e nt ( 3/ 7) p ati e nt s h a v e A D H D a n d 3/ 7 ( 4 7 %) h a v e c o nfir m e d A S D. 

Ei g ht y -si x p er c e nt ( 6/ 7) p ati e nt s h a v e d el a y e d s p e e c h a n d l a n g u a g e d e v el o p m e nt, a n d t h e s a m e 6/ 7 ( 8 6 %) 

p ati e nt s h a v e gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y. S e v e nt y -o n e p er c e nt ( 5/ 7) h a v e fi n e m ot or d el a y, 6/ 7 ( 7 1 %) h a v e 

gr o s s m ot or d el a y a n d 2/ 7 ( 2 9 %) h a v e m u s c ul ar h y p ot o ni a. T w e nt y -ni n e p er c e nt ( 2/ 7) h a v e c o n d u cti v e 

h e ari n g i m p air m e nt. F ort y -t hr e e p er c e nt ( 3/ 7) h a v e n o n-o v erl a p pi n g d y s m or p hi c f a ci al f e at ur e s. T h e s e 

i n cl u d e m al ar h y p o pl a si a, l o n g p hiltr u m, hi g h ar c h e d p al at e, s h ort e ar s wit h o v er-f ol di n g of t h e h eli c al ri m, 

s h ort p al p e br al fi s s ur e s, d e nt al h y p o pl a si a,  a n d a l ar y n g e al cl eft.  

 

6 .3 .1   M ol e c ul a r g e n eti c fi n di n g s  
 
All v ari a nt s i n H D L B P  ar e v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e ( V U S s). Si x v ari a nt s ar e c o nfir m e d d e n o v o , 

a n d o n e v ari a nt i s fr o m a m ot h er -d a u g ht er d u o, w h er e b y t h e v ari a nt i s a b s e nt fr o m t h e m ot h er,  b ut t h e 

f at h er’ s D N A i s u n a v ail a bl e. T hr e e v ari a nt s ar e  pr e di ct e d L o F a n d 4 v ari a nt s ar e mi s s e n s e. P ati e nt 3 h a s a 

p at er n all y i n h erit e d li k el y p at h o g e ni c v ari a nt i n F O X P 1: N M _ 0 0 1 2 4 4 8 1 5. 1: c. 4 7 _ 5 7 d el: p. T hr 1 6Il ef s T er 6 2. 

P ati e nt 4 h a s a n e s s e nti al s pli c e sit e v ari a nt i n F B N 2: c. 3 8 4 7 + 1 G > T ( a b s e nt fr o m m ot h er b ut st a t u s i n f at h er 

u n k n o w n), a n d a m at er n all y i n h erit e d v ari a nt i n D S G 2 :c. 1 9 1 2 G > A; p. Gl y 6 3 8 Ar g. P ati e nt 7 h a s a d e n o v o  

V U S d el eti o n 1: 1 4 5 3 8 2 1 7 4 -1 4 5 8 3 1 4 0 6 , c o nt ai ni n g n o k n o w n G e n C C3 2 2  di s e a s e g e n e s . 

 
6 .3 .2   X e n o p u s r e s ult s  
 
N o n -o v erl a p pi n g s g R N A s t ar g eti n g e x o n 6 of H D L B P  d e m o n str at e cl e ar i n d el s, c o nfir mi n g s u c c e s sf ul 

e x p eri m e nt s ( s e e Fi g ur e 6. 1 B ). M o s ai c F0 a ni m al s s h o w si g nifi c a nt g a str ul ati o n d ef e ct s; t h e w hit e 

p at c h e s i n t h e e arl y e m br y o ar e c o n si st e nt wit h e xt e n si v e c ell d e at h t h at h a s b e e n r e p ort e d a s a p o pt oti c. 

T h e s m all ‘ c a p s’ of pi g m e nt e d c ell s ar e c o n si st e nt wit h f ail ur e s i n e pi b ol y, alt h o u g h m at er n a l e x pr e s si o n 

(fr o m X e n b a s e 3 2 3 ; htt p s:// x e n b a s e. or g ) i s v er y l o w, s o t hi s i s n ot u n e x p e ct e d. O nl y 2 0 % of F 0  t a d p ol es 

s ur vi v e d p a st d a y 1 ( Fi g ur e 6. 1 H ). F 0  s ur vi v or s h a v e s m all h e a d s a s c a n b e s e e n fr o m t h e 1 -of -2 c ell 

i nj e cti o n s, a n d t hi s o b s er v ati o n i s di sti n ct fr o m b ot h t h e i nj e ct e d (t yr) c o ntr ol s a n d u ni nj e ct e d ( wil d t y p e) 

c o ntr ol s  (Fi g ur e 6. 1 D & E ). Mi cr o C T i m a g e s of hi g hl y m o s ai c s ur vi vi n g F 0 s s h o w  t h at t h e m ai n 

a n at o mi c al str u ct ur e s ar e pr e s e nt, b ut t h at t h e a nt eri or e n d of t h e h e a d a p p e ar s c o m pr e s s e d i n t h e 

https://xenbase.org/
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d or s al -v e ntr al  pl a n e. F 0  a ni m al s h a v e si g nifi c a ntl y r e d u c e d m o v e m e nt c o m p ar e d t o wil d  t y p e (Fi g ur e 

6. 1 G ).  
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F I G U R E 6 .1  | S U R VI VI N G F 0  H D L B P C RI S P A N T S S H O W M O R P H O L O GI C A L A N D M O T O R A B N O R M A LI TI E S  

 

A.  T w o g ui d e s g R N A s t ar g et e x o n 6 of H D L B P t o pr o d u c e m o s ai c F 0  h o m o z y g ot e s ( e x p eri m e nt s c o m pl et e) a n d a n F 1  g e n er ati o n of 

n o n -m o s ai c h et er o z y g ot e s ( e x p eri m e nt s o n g oi n g ). B.  B ot h g ui d e R N A s ( s g R N A 6 7 a n d s g R N A 7 4) s h o w s u c c e s sf ul d el eti o n s  a s 

e vi d e n c e d o n  t h e s e q u e n ci n g tr a c es . C.  H dl b p cri s p a nt s  ( 6 7 a n d 7 4) s h o w s e v er e g a str ul ati o n d ef e ct s. D.  I nj e ct e d h dl b p cri s p a nt s ( at 

t h e o n e -of -t w o-c ell  st a g e) h a v e s m all h e a d s a n d ar e di sti n ct fr o m b ot h t yr cri s p a nt s (i nj e ct e d c o ntr ol s) a n d t h e u ni nj e ct e d c o ntr ol s . 

D e xtr a n st ai ni n g  (r e d) s h o w s w hi c h si d e  of t h e a ni m al w a s i nj e ct e d . E.  T h e h e a d si z e of h dl b p cri s p a nt s i s r e d u c e d c o m p ar e d t o 

i nj e ct e d a n d u ni nj e ct e d c o ntr ol s. F . Mi cr o C T i m a g e s of v er y  m o s ai c  s ur vi vi n g  F 0 s (at st a g e 4 5 ; d a y 4) s h o w a n u n u s u al d o w n w ar d 

pr oj e cti o n of t h e h e a d (i nf eri or i m a g e s) . G.  H dl b p cri s p a nt s ar e si g nifi c a ntl y l e s s m otil e t h a n u ni nj e ct e d c o ntr ol s. H.  8 0 % of h dl b p 6 7 

cri s p a nt s (r e d) a n d 7 4 cri s p a nt s ( b ur g u n d y) di e b y d a y 1. T h e r e m ai n d er di e b y d a y s 5 -7.

7 4 6 7

E x 5 E x 6 E x 7

F 0  G e n er ati o n F 1  G e n er ati o n

W T X W T F 0 X W T

Off s pri n g: m o s ai c h o m oz y g ot e s  Off s pri n g: n o n- m o s ai c h et er o z y g ot e s

U ni nj e ct e d 
c o ntr ol

h dl b p 
s g R N A 6 7

h dl b p 

s g R N A 7 4
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6 .3 .3   R N A -bi n di n g r e s ult s  
 
T o a s s e s s t h e eff e ct of p ati e nt v ari a nt s o n t h e R N A bi n di n g pr o p erti e s of H D L B P,  wil d t y p e fr a g m e nt 

H D L B P ( K H d o m ai n s 5 -9) a n d t w o m ut a nt  pr ot ei n s  (I 4 7 1 V [ p ati e nt 4] a n d R 6 6 7 H  [ p ati e nt 7]) w er e 

e x pr e s s e d a n d p urifi e d. A fl u or e s c e nt a ni s otr o p y a s s a y w a s u s e d t o d et er mi n e t h e a p p ar e nt di s s o ci ati o n 

c o n st a nt ( K d ) of t h e r e s p e cti v e pr ot ei n s wit h  T F R C 1 a n d T F R C 2 R N A pr o b e s, w hi c h w er e s el e ct e d b a s e d 

o n pr e vi o u sl y p u bli s h e d P A R -C LI P d at a .3 2 4  T h e i n vitr o bi n di n g a s s a y s h o w e d t h at wil d t y p e H D L B P 

pr ot ei n fr a g m e nt i nt er a ct e d wit h b ot h R N A pr o b e s wit h a bi n di n g affi nit y ar o u n d 7 3 n M f or T F R C 1 a n d 2 5 

n M f or T F R C 2. T h e t w o m ut a nt pr ot ei n s h a d n oti c e a bl y r e d u c e d bi n di n g t o b ot h R N A pr o b e s  (Fi g ur e 6. 2 ). 

B ot h I 4 7 1 V a n d R 6 7 7 H m ut a nt s s h o w e d a st ati sti c all y si g nifi c a nt r e d u cti o n i n bi n di n g t o T F R C 1 ( p = 3. 0 x 

1 0 -4  a n d p = 1. 0 x 1 0 -4  r e s p e cti v el y). O nl y t h e I 4 7 1 V m ut a nt s h o w e d a st ati sti c all y si g nifi c a nt r e d u cti o n i n 

bi n di n g t o T F R C 2 ( p = 5. 8 x 1 0 -3 ).
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F I G U R E 6 .2  | R N A  BI N DI N G A F FI NI T Y O F H D L B P  ( K H 5-9)  A N D I T S M U T A N T S T O T F R C 1  A N D T F R C 2  

 
A p p ar e nt di s s o ci ati o n c o n st a nt s of r e c o m bi n a nt G S T -t a g g e d H D L B P pr ot ei n fr a g m e nt s ( K H 5 K H 9 - d o m ai n s c orr e s p o n d s t o pr ot ei n 

fr a g m e nt B i n Zi n n all et al.) w er e d et er mi n e d b y fl u or e s c e n c e a ni s otr o p y bi n di n g a s s a y s. F A M l a b ell e d R N A pr o b e s T F R C 1 a n d T FR C 2 

w er e i n c u b at e d wit h G S T H D L B P fr a g m e nt s ( eit h er wil d t y p e or c o nt ai ni n g si n gl e a mi n o a ci d s u b stit uti o n I 4 7 1 V [ p ati e nt 4] a n d R 6 7 7 H 

[ p ati e nt 7]). A ni s otr o p y w a s m e a s ur e d (A ) a n d K d d et er mi n e d fr o m t h e bi n di n g c ur v e s (B ). T h e s u m m ar y f or t hr e e i n d e p e n d e nt K d 

v a l u e s i s s h o w n i n t h e t a bl e (C ). 
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6 . 4  Di s c u s si o n  

 

T o t h e b e st of k n o wl e d g e, t hi s  i s t h e fir st d e s cri pti o n of d e n o v o  m o n o all eli c v ari a nt s i n H D L B P  a s s o ci at e d 

wit h  n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er  i n h u m a n s. T h e m o st c o m m o nl y s h ar e d f e at ur e s i n cl u d e gl o b al 

d e v el o p m e nt al d el a y, gr o s s m ot or d el a y, a n d s p e e c h a n d l a n g u a g e d el a y. T hr e e p ati e nt s h a v e e vi d e n c e 

of A S D, h o w e v er a n ot h er t hr e e p ati e nt s ar e li k el y t o b e t o o y o u n g f or f or m al a s s e s s m e nt.  T h er e w a s n o 

cl e ar diff er e n c e i n p h e n ot y p e b et w e e n p ati e nt s h ar b o uri n g  pr e di ct e d l o s s -of -f u n cti o n v ari a nt s c o m p ar e d 

wit h  mi s s e n s e v ari a nt s.  

 

T hr e e p ati e nt s h a d a d diti o n al v ari a nt s i n ot h er g e n e s. P ati e nt 3 h a s a li k el y p at h o g e ni c v ari a nt i n F O X P 1 ; 

h o w e v er t h e v ari a nt i s p at er n all y i n h erit e d, a n d t h e f at h er i s u n aff e ct e d, t h er ef or e it s r ol e i n t h e p ati e nt’ s 

p h e n ot y p e i s u n cl e ar. P ati e nt 4 h a s a m at er n all y i n h erit e d v ari a nt i n D S G 2 , w hi c h i s a s s o ci at e d wit h 

arr h yt h m o g e ni c ri g ht v e ntri c ul ar c ar di o m y o p at h y. A s cr e e ni n g c ar di a c M RI s h o w e d n o e vi d e n c e of t h e 

c ar di a c p h e n ot y p e e x p e ct e d fr o m a v ari a nt i n D S G 2 . P ati e nt 7 h a s a d e n o v o  d el eti o n i n c hr o m o s o m e 

1: 1 4 5 3 8 2 1 7 4 -1 4 5 8 3 1 4 0 6 , w hi c h c o nt ai n s n o k n o w n di s e a s e-c a u si n g g e n e s  a n d t h er ef or e it s si g nifi c a n c e 

r e m ai n s u n c ert ai n b ut i s n ot pr e di ct e d t o b e p at h o g e ni c .  

 

D at a fr o m X e n o p u s  st u di e s s h o w t h at H D L B P i s cr u ci al i n e arl y d e v el o p m e nt. T hi s w a s e vi d e n c e d b y a 

hi g h b ur d e n of h o m o z y g o u s i n d el s i n X e n o p u s tr o pi c ali s  c a u si n g e m br y o ni c l et h alit y. I n d e e d, t h e m aj orit y 

of F 0  t a d p ol e s di d n ot s ur vi v e p a st d a y 1 wit h m a n y  di s pl a y i n g e xt e n si v e g a str ul ati o n d ef e ct s  (Fi g ur e 6. 1 ). 

D at a fr o m t h e I nt er n ati o n al M o u s e P h e n ot y pi n g C o n s orti u m ( m o u s e p h e n ot y p e. or g ) s h o w t h at c o m pl et e 

h dl b p  m o u s e k n o c k o ut s ar e n o n -vi a bl e wit h n o p u p s s ur vi vi n g. T hi s i s p er h a p s u n s ur pri si n g gi v e n h o w 

c o n str ai n e d t h e H D L B P  g e n e i s f or l o s s -of -f u n cti o n i n g n o m A D ( L O E U F = 0. 1 5 a n d p LI = 1).  

 

T o a s s e s s m or p h ol o g y i n cri s p a nt X e n o p u s , s g R N A s w er e i nj e ct e d i nt o o n e-of -t w o c ell e m br y o s. T hi s 

all o w s o n e h alf of t h e e m br y o t o d e v el o p n or m all y i. e. t o b e wil d -t y p e a n d t h e ot h er h alf t o b e m ut a nt; t hi s 

i s b e c a u s e t h e fir st c ell di vi si o n i n X e n o p u s  i s l eft-ri g ht.3 2 5  T h e  s ur vi vi n g  h dl b p  cri s p a nt s h a d si g nifi c a ntl y 

s m all er h e a d s t h a n wil d t y p e , wit h s o m e s u btl e a s y m m etr y aff e cti n g t h e i nj e ct e d si d e of t h e a ni m al. A n 

http://mousephenotype.org/
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i nj e ct e d t yr c o ntr ol b e h a v e d si mil arl y t o t h e ( u ni nj e ct e d) wil d t y p e  c o ntr ol  (Fi g ur e 6. 1 D ). T h e s m all h e a d 

si z e m a y b e s e c o n d ar y t o cr a ni of a ci al d ef e ct s a n d gr o s s -m ot or d efi cit s. B ut t o b ett er el u ci d at e t h e c a u s e, 

q u a ntit ati v e m e a s ur e m e nt s of t h e h e a d pr e - a n d p o st - f e e di n g ar e n e e d e d. Mi cr o C T i m a g e s of s ur vi vi n g F 0  

t a d p ol e s w er e g e n er all y u nr e m ar k a bl e. H o w e v er t h er e m a y b e s u btl e diff er e n c e s s e e n i n t h e or g a ni s ati o n 

of t h e br a n c hi al ar c h e s o n t h e i nj e ct e d si d e, a s w ell a s w h at a p p e ar s t o b e t h e ar c hit e ct ur e of t h e hi n d br ai n. 

Cri s p a nt t a d p ol e s di s pl a y e d  a n u n u s u al d o w n w ar d pr oj e cti o n of t h e h e a d, of w hi c h t h e c a u s e i s u n cl e ar. 

T hi s m a y r e pr e s e nt a r e d u c e d f or e br ai n, b ut m a n y m or e t a d p ol e s w o ul d n e e d i m a gi n g t o b e c ert ai n.  

Cri s p a nt t a d p ol e s m o v e d si g nifi c a ntl y l e s s t h a n wil d t y p e w h e n t h eir di st a n c e w a s r e c or d e d i n a si n gl e w ell 

of a 6 -w ell pl at e  o v er a 5 -mi n ut e p eri o d . I niti all y at st a g e 4 1, t h e t a d p ol e s at e n or m all y b ut b y st a g e 4 3, t h e 

h e alt h a n d m otilit y of t h e t a d p ol e s r a pi dl y d e cli n e d. It i s u n cl e ar w h et h er t hi s r e s ulte d  fr o m a n i n a bilit y t o 

a p pr o pri at el y filt er f e e d  a s a s e q u el a of  a  s y st e mi c  m o v e m e nt pr o bl e m, or w h et h er a n ot h er c a u s e aff e ct e d  

t h e f e e di ng  a bilit y , w hi c h s u b s e q u e ntl y  i m p air e d l o c o m oti o n. D u e t o t h e m ot or d efi cit s o b s er v e d i n t h e 

t a d p ol e s a n d t h eir p o or o v er all s ur vi v al,  f urt h er b e h a vi o ur al a s s a y s w er e n ot p erf or m e d. 

 

X e n o p u s  e x p eri m e nt s cl e arl y s u p p ort t h e h y p ot h e si s t h at H D L B P  i s a n i m p ort a nt g e n e i n d e v el o p m e nt. 

H o m o z y g o u s  h dl b p  cri s p a nt s di s pl a y a s e v er e p h e n ot y p e, p arti c ul arl y aff e cti n g o v er all s ur vi v al , l o c o m oti o n, 

a n d h e a d si z e . T h e s e r e s ult s r e c a pit ul at e a h o m o z y g o u s m o d el, w h er e b y t h e p h e n ot y p e m a y b e v a stl y 

diff er e nt fr o m t h at pr e s e nti n g i n a n  h et er o z y g o u s st at e, a s i s o b s er v e d i n t h e p ati e nt s pr e s e nt e d i n t hi s c a s e 

s eri e s . It i s li k el y t h at a h o m o z y g o u s k n o c k o ut of H D L B P  i n h u m a n s i s e m br y o ni c l et h al. T h at s ai d, t h er e i s 

s o m e h o m o g e n y i n p h e n ot y p e s o b s er v e d b et w e e n t h e h o m o z y g o u s X e n o p u s  cri s p a nt s a n d t h e h u m a n s 

wit h h et er o z y g o u s mi s s e n s e a n d p L o F v ari a nt s. Si x  of s e v e n p ati e nt s h a v e m ot or d el a y. N o p ati e nt s h a v e 

si g n s of mi cr o c e p h al y, h o w e v er t h e s m all h e a d s s e e n i n X e n o p u s  cri s p a nt s m a y r efl e ct a b n or m al br ai n 

d e v el o p m e nt, f or w hi c h m o st p ati e nt s i n t hi s c a s e s eri e s h a v e s o m e d e gr e e of i nt ell e ct u al di s a bilit y or 

n e ur o d e v el o p m e nt al d efi cit. H o w e v er, t o b ett er m o d el t h e h u m a n p h e n ot y p e, a n F 1  g e n er ati o n of 

h et er o z y g o u s X e n o p u s cri s p a nt s i s n e e d e d a n d t h e s e e x p eri m e nt s ar e i n pr o gr e s s.  

 

H D L B P i s a n e s s e nti al R N A -bi n di n g pr ot ei n. R N A -bi n di n g e x p eri m e nt s of t w o m ut a nt H D L B P pr ot ei n s t o 

t w o R N A pr o b e s  s h o w st ati sti c all y si g nifi c a nt r e d u c e d R N A-bi n di n g w h e n c o m p ar e d wit h wil d  t y p e. It w a s 
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n ot p o s si bl e t o p erf or m t h e R N A -bi n di n g a s s a y s dir e ctl y o n p ati e nt s a m pl e s d u e t o l a c k of a c c e s s t o ti s s u e. 

H o w e v er, t h e e vi d e n c e pr e s e nt e d f urt h er s u p p ort s t h e o b s er v ati o n t h at v ari a nt s i n H D L B P  i m p air pr ot ei n 

f u n cti o n a n d m a y l e a d t o f u n cti o n al d efi cit s. F urt h er w or k i s n e e d e d t o el u ci d at e h o w t h e s e o b s er v ati o n s 

m e c h a ni sti c all y c orr el at e wit h o b s er v e d p h e n ot y p e s i n h u m a n s.  

 

6 . 5  C o n cl u si o n  
 
D e n o v o m o n o all eli c  v ari a nt s i n H D L B P  ar e a s s o ci at e d wit h a n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e i n h u m a n s.   

F u n cti o n al e x p eri m e nt s i n X e n o p u s  s h o w t h at H D L B P i s a cr u ci al g e n e i n t h e d e v el o pi n g t a d p ol e a n d t h at 

h o m o z y g o u s k n o c k o ut i s m o stl y l et h al. S ur vi vi n g ( v er y m o s ai c) h o m o z y g ot e s h a v e s m all h e a d s, m o v e 

si g nifi c a ntl y l e s s t h a n wil d t y p e a n d s h o w m or p h ol o gi c al a b n or m aliti e s w hi c h m a y i m pli c at e i m p air e d br ai n 

d e v el o p m e nt. R N A -bi n di n g st u di e s a s s e s si n g t h e bi n di n g c a p a cit y of m ut a nt H D L B P ( u si n g p ati e nt 4 a n d 

p ati e nt 7’ s v ari a nt s) t o t w o R N A pr o b e s , d e m o n str at e st ati sti c all y si g nifi c a nt i m p air e d bi n di n g c a p a cit y 

c o m p ar e d t o wil d t y p e; t hi s s u p p ort s t h e p at h o g e ni cit y of v ari a nt s i d e ntifi e d i n t h e c o h ort. F u n cti o n al 

st u di e s ar e o n g oi n g a n d a n F 1  h et er o z y g o u s X e n o p u s h dl b p  cri s p a nt p o p ul ati o n h a s b e e n g e n er at e d, 

w h er e b y f urt h er e x p eri m e nt s ar e u n d er w a y. It i s h o p e d t h at r e s ult s fr o m t h e s e e x p eri m e nt s will f urt h er 

c orr o b or at e  t h e h y p ot h e si s t h at H D L B P  i s a h a pl oi n s uffi ci e nt n o v el di s e a s e g e n e.
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C h a pt e r 7  | Im pr o v i n g di a g n o sti c r at e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s 
Pr oj e ct  

 

7 . 0  C o nt ri b uti o n st at e m e nt  
 
T h e c o n c e pt a n d d e si g n of t hi s st u d y w a s d e v el o p e d b y m y s elf wit h i n p ut fr o m m y s u p er vi s or y t e a m. I wr ot e 

a n d p erf or m e d all bi oi nf or m ati c s a n al y si s i n t h e s e c ur e G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h E n vir o n m e nt.  T h e 

r e s ult a nt s oft w ar e, D e N o v o L O E U F, i s all m y o w n w or k a n d i s a v ail a bl e i n Git H u b 

(htt p s:// git h u b. c o m/l e c b/ D e N o v o L O E U F ). M y bi oi nf or m ati c s a n al y si s i d e ntifi e d 6 2 v ari a nt s, b eli e v e d t o b e 

mi s s e d di a g n o s e s . T h e s e w er e c ur at e d b y Dr Si m o n T h o m a s  i n a n N H S di a g n o sti c l a b or at or y t o A C M G 

g ui d eli n e s . T hi s w or k i s p u bli s h e d i n H u m a n G e n eti c s: S e a b y, E. G., T h o m a s, N. S., W e b b, A., Britt ai n, H., 

T a yl or T a v ar e s, A. L., B ar all e, D., ... & E n ni s, S. ( 2 0 2 3). T ar g eti n g d e n o v o l o s s -of -f u n cti o n v ari a nt s i n 

c o n str ai n e d di s e a s e g e n e s i m pr o v e s di a g n o sti c r at e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct.  H u m a n 

G e n eti c s,  1 4 2( 3), 3 5 1 -3 6 2  (A p p e n di x P a p er 1 2 ).  

 

7 . 1  I nt r o d u cti o n 
 

Wit h tr a n sf or m ati v e a d v a n c e s i n g e n o mi c m e di ci n e, t h er e h a s b e e n a n e x p o n e nti al ri s e i n t h e n u m b er of 

i n di vi d u al s u n d er g oi n g e x o m e a n d g e n o m e s e q u e n ci n g. A s hift t o w ar d s l ar g e-s c al e i nt er n ati o n al 

s e q u e n ci n g pr o gr a m s i s i m pr o vi n g aff or d a bilit y a n d a c c e s si bilit y of s u c h s e q u e n ci n g f or di a g n o sti c 

p ur p o s e s, w h er e c o n v e nti o n al cli ni c al t e st s h a v e f ail e d t o yi el d a di a g n o si s. 2, 1 6  T h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s 

Pr oj e ct ( 1 0 0 K G P), w a s a r e s e ar c h pr oj e ct e m b e d d e d wit hi n t h e U K N ati o n al H e alt h S er vi c e a n d t h e 

pr e c ur s or t o off eri n g w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g ( W G S) a s a cli ni c al t e st. 3, 1 3 2, 2 2 2  T hi s pi o n e eri n g pr oj e ct 

b e n efit e d fr o m s e q u e n ci n g v a st p ati e nt n u m b er s wit h r ar e g e n eti c di s e a s e s wit h i m pr o v e d p o w er t o i d e ntif y 

m ulti pl e p ati e nt s wit h o v erl a p pi n g p h e n ot y p e s a n d g e n ot y p e s, h o w e v er t h e n u m b er of c a s e s t h at r e q uir e d 

cli ni c al a s s e s s m e nt f o r di a g n o sti c r e p orti n g v er s u s r e s o ur c e s a v ail a bl e cr e at e d a si g nifi c a nt b ottl e n e c k.  

 

Di a g n o sti c r at e s f or t h e 1 0 0 K G P w er e si mil ar t o t h e i nt er n ati o n al a v er a g e f or r ar e di s e a s e s.3 2 6  T h e fl a g s hi p 

1 0 0 K G P p a p er s h o w e d t h at a n e sti m at e d di a g n o sti c u plift fr o m 1 5 % t o 2 0 % c o ul d b e a c hi e v e d b e y o n d pri or 

https://github.com/lecb/DeNovoLOEUF
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t e sti n g b ut t h at t h e ti m e a n d l e v el of a d diti o n al r e s o ur c e s r e q uir e d t o a n al y s e t h e f ull g e n o m e w a s b e y o n d 

r o uti n e di a g n o sti c t e sti n g. 1 3 2  A s a r e s ult, t h e pr oj e ct a d o pt e d t h e u s e of pr e d efi n e d g e n e p a n el s ( G e n o mi c s 

E n gl a n d P a n el A p p) 1 1 8  t o t ar g et s e q u e n ci n g a n al y si s t o t h e m o st r el e v a nt g e n e s s el e ct e d fr o m t h e H u m a n 

P h e n ot y p e O nt ol o g y ( H P O) 1 6 7  t er m s pr o vi d e d b y r ef erri n g cli ni ci a n (Fi g ur e 7 .1 ).1 3 2  W hil st t hi s a p pr o a c h 

r e stri ct e d t h e n u m b er of v ari a nt s a s s e s s e d a n d i m pr o v e d t h e effi ci e n c y of t h e v ari a nt c ur ati o n pr o c e s s 

a p pli e d t o e a c h p ati e nt’ s g e n o m e f or di a g n o sti c r e p orti n g, it ri s k e d mi s si n g v ari a nt s i n g e n e s o ut si d e of t h e 

g e n e p a n el a p pli e d. A t t h e l att er st a g e s of t h e pr oj e ct, m a n y N H S E n gl a n d cli ni c al l a b or at ori e s a d diti o n all y 

r e vi e w e d all d e n o v o  v ari a nt s a n d t o p E x o mi s er 1 3 4  r e s ult s, alt h o u g h t hi s w a s n e v er m a n d at or y. T hi s l e ar ni n g 

h a s al s o i nf or m e d g ui d a n c e f or t h e e v al u ati o n of g e n o m e s e q u e n ci n g, w hi c h i s n o w a v ail a bl e a s a cli ni c al 

t e st i n t h e N H S t hr o u g h t h e G e n o mi c M e di ci n e S er vi c e . 

 

A c c ur at e p h e n ot y pi n g i s e s s e nti al f or g e n e p a n el s el e cti o n, y et t h er e i s h u g e v ari a bilit y i n t h e p h e n ot y p e s 

r e p ort e d b y cli ni ci a n s. F or s o m e c a s e s i n t h e 1 0 0 K G P, o nl y a si n gl e H P O t er m w a s r e p ort e d. A s W G S 

b e c o m e s m or e wi d e s pr e a d, a p pr o pri at e m at c hi n g of H P O t er m s wit h o pti m al p a n el( s) m a y b e l e s s err or 

pr o n e f or e x p eri e n c e d g e n eti ci st s b ut will r e pr e s e nt a c h all e n g e f or t h e wi d er c o m m u nit y of cli ni ci a n s 

e x p e ct e d t o r o uti n el y r ef er p ati e nt s.  F urt h er m or e, w hil st t h e u s e of H P O t er m s ai d s i n t h e st a n d ar di s ati o n 

of r e p orti n g p h e n ot y p e d at a, it r e pr e s e nt s a cr o s s -s e cti o n al ti m e p oi nt a n al y si s wit h o ut r e s o ur c e f or 

r e a n al y si s. Ulti m at el y, u si n g H P O t er m s a n d r el yi n g o n pr e d efi n e d g e n e p a n el o pti o n s l a c k s t h e f ull cli ni c al 

n arr ati v e a n d c h all e n g e s g e n e p a n el s el e cti o n. T h er ef or e, t h er e i s n e e d t o e x p a n d g e n o m e a n al y si s b e y o n d 

g e n e p a n el s t o e n a bl e a m or e a g n o sti c a n d c o m pr e h e n si v e g e n o m e a n al y si s, y et t hi s n e e d s t o b e b al a n c e d 

wit h t h e n u m b er of v ari a nt s t h at r e q uir e m a n u al a s s e s s m e nt f or di a g n o sti c r e p orti n g  a n d t h e ri s k of 

i n ci d e nt al fi n di n g s. T ar g eti n g v ari a nt s wit h hi g h p at h o g e ni c p ot e nti al a cr o s s t h e e ntir e e x o m e pr o vi d e s a n 

o p p ort u nit y t o r a pi dl y i d e ntif y di a g n o sti c v ari a nt s a n d u plift di a g n o sti c  r at e s. G e n ot y p e-dri v e n a n al y si s 

a p pr o a c h e s ar e c o m pl e m e nt ar y t o t h e p h e n ot y p e -dri v e a p pr o a c h c urr e ntl y utili s e d b y 1 0 0 K G P.
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F I G U R E 7 .1  | G E N O MI C S E N G L A N D 1 0 0, 0 0 0  G E N O M E S P R O J E C T W O R K F L O W   

 

P h e n ot y p e d at a w er e c oll e ct e d fr o m p ati e nt s a n d r e c or d e d a s H P O t er m s. T h e s e t er m s i nf or m e d t h e virt u al g e n e p a n el( s) a p pli e d  f or 

d at a a n al y si s. T hi s c o ntr a st s wit h t h e n e w U K G e n o m e M e di ci n e S er vi c e, w h er e t h e cli ni ci a n s el e ct s t h e p a n el( s) a p pli e d. I n 1 0 0 K G P, 

t h e p ati e nt u n d er w e nt w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g ( W G S), a n d t h eir s e q u e n ci n g d at a w er e filt er e d u si n g t h e pr e-s el e ct e d g e n e p a n el( s). 

D at a w er e al s o filt er e d b y all el e fr e q u e n c y a n d v ari a nt s e gr e g ati o n (*) a n d t h e s e v ari a nt s w er e cl a s sifi e d i nt o Ti er 1 a n d Ti er 2 v ari a nt s 

a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d. 1 3 2  C a n di d at e v ari a nt s wit hi n t h e g e n e p a n el w er e i d e ntifi e d a n d a s s e s s e d b y a n N H S a c cr e dit e d di a g n o sti c 

l a b or at or y a n d a r e p ort w a s g e n er at e d a n d r et ur n e d t o t h e p ati e nt. Di a g n o sti c l a b or at ori e s w er e u n d er n o o bli g ati o n t o r e vi e w v ari a nt s 

o ut si d e of t h e vir t u al p a n el( s) a p pli e d, h o w e v er r ar e v ari a nt s o ut si d e of t h e pr e d efi n e d p a n el( s) w er e a v ail a bl e f or a n al y si s a s Ti er 3 

v ari a nt s. V ari a nt s o ut si d e of t h e g e n e p a n el( s), i n cl u di n g f ull r a w s e q u e n ci n g d at a, r e m ai n a c c e s si bl e t o a p pr o v e d r e s e ar c h er s f or 

i nt err og ati o n. P ot e nti al c a n di d at e v ari a nt s i d e ntifi e d t hr o u g h t hi s r o ut e c a n b e r e p ort e d vi a G e n o mi c s E n gl a n d f or p ot e nti al r et ur n f or 

l o c al r e vi e w b y cli ni c al l a b or at ori e s. 
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A cr o s s h u m a n s,  s o m e g e n e s ar e e xtr e m el y d e pl et e d or c o n str ai n e d f or v ari ati o n pr e di ct e d t o r e s ult i n l o s s -

of -f u n cti o n ( L o F).2 8  T h at i s t o s a y t h er e i s n e g ati v e s el e cti o n a g ai n st t h e l o s s or i n a cti v ati o n of o n e all el e. 

B y c o m p ari n g t h e o b s er v e d o v er t h e e x p e ct e d r at e of pr e di ct e d l o s s -of -f u n cti o n v ari a nt s i n l ar g e p o p ul ati o n 

d at a b a s e s, it i s n o w p o s si bl e t o c o m p ut e t h e d e gr e e of c o n str ai nt a gi v e n g e n e h a s f or i n a cti v ati o n. 1 3 3, 3 2 7  

T h e l o s s -of -f u n cti o n o b s er v e d o v er e x p e ct e d u p p er b o u n d fr a cti o n, or L O E U F s c or e, i s a m etri c t h at pl a c e s 

e a c h g e n e o n a c o nti n u o u s s c al e of l o s s -of -f u n cti o n c o n str ai nt. L o w s c or e s ar e hi g hl y c orr el at e d wit h 

di s e a s e g e n e s a n d g e n e e s s e nti alit y, wit h t h e f ir st L O E U F d e cil e ( < 0. 2) b ei n g e nri c h e d f or h a pl oi n s uffi ci e nt 

di s e a s e g e n e s ( Fi g ur e 7 .2 ) a n d t h e gr e at e st b ur d e n of O MI M di s e a s e e ntri e s. 1 3 3  L o s s of f u n cti o n v ari a nt s 

i n e xtr e m el y L o F c o n str ai n e d g e n e s ar e t h er ef or e pri m e t ar g et s f or p ot e nti al di a g n o s e s.
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F I G U R E 7 .2  | L O E U F  S C O R E C O M P A R E D WI T H H A P L OI N S U F FI CI E N T , A U T O S O M A L R E C E S SI V E A N D O L F A C T O R Y G E N E LI S T S  

 

D e n sit y hi st o gr a m of t h e L O E U F s c or e c o m p ar e d wit h h a pl oi n s uffi ci e nt, a ut o s o m al r e c e s si v e, a n d olf a ct or y g e n e li st s, p u bli cl y  a v ail a bl e 

fr o m: htt p s:// git h u b. c o m/ br o a di n stit ut e/ g n o m a d _l of . H a pl oi n s uffi ci e nt g e n e s ar e e nri c h e d f or l o w L O E U F s c or e s, wit h a n at ur al c ut off at 

0. 2 ( d ott e d li n e). A ut o s o m al r e c e s si v e g e n e s sit i n t h e mi d dl e of t h e di stri b uti o n a n d olf a ct or y g e n e s s h o w t ol er a n c e t o l o s s -of -f u n cti o n 

wit h hi g h L O E U F s c or e s. 

https://github.com/broadinstitute/gnomad_lof
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T hi s pr oj e ct ai m e d t o utili s e t h e s e q u e n ci n g a n d p h e n ot y p e d at a g e n er at e d t hr o u g h 1 0 0 K G P a n d a p pl y a 

tr a n sf er a bl e a n d r a pi d filt eri n g m et h o d, c all e d D e N o v o L O E U F, t h at s cr e e ns  f or p ut ati v e p at h o g e ni c 

v ari a nt s. T hi s g e n e a g n o sti c m et h o d  t ar g ets  v ari a nt s wit h t h e hi g h e st di a g n o sti c yi el d i n r ar e di s e a s e 

p ati e nt s a n d e n a bl e s  cli ni c al c ur at or s t o f o c u s o n t h e m o st i m p ort a nt fi n di n g s, r e g ar dl e s s of t h e g e n e p a n el 

a p pli e d ; t h er ef or e i m pr o vi n g effi ci e n c y f or c a s e s w h er e a di a g n o si s c o ul d b e r a pi dl y i d e ntifi e d.  

 
7 . 2  M at eri al s a n d M et h o d s  
 

7 . 2.1   D at a a c c e s s  
 

P er mi s si o n t o a c c e s s t o t h e s e c ur e G E L r e s e ar c h e n vir o n m e nt ( R E) a n d hi g h -p erf or m a n c e cl u st er ( H P C) 

w a s o bt ai n e d f oll o wi n g i nf or m ati o n g o v er n a n c e tr ai ni n g a n d wit h m e m b er s hi p of  a G e n o mi c s E n gl a n d 

Cli ni c al I nt er pr et ati o n P art n er s hi p ( G e CI P): Q u a ntit ati v e m et h o d s, m a c hi n e l e ar ni n g, a n d f u n cti o n al 

g e n o mi c s . T h e f oll o wi n g pr oj e ct w a s a p pr o v e d ( R R 3 5 9 - Tr a n sl ati o n al g e n o mi c s: O pti mi si n g n o v el g e n e 

di s c o v er y f or 1 0 0, 0 0 0 r ar e di s e a s e p ati e nt s ) w hi c h p er mitt e d a c c e s s t o 1 0 0 K G P s e q u e n ci n g a n d p h e n ot y p e 

d at a  ( R el e a s e V 8). T hi s i n cl u d e d a n a g gr e g at e . g v cf fil e c o m pri si n g 1 3, 9 4 9 r ar e di s e a s e tri o s wit h d e n o v o  

v ari a nt s, c all e d u si n g t h e Ill u mi n a Pl at y p u s pi p eli n e. 1 3 2  

 

A c c e s s t o t h e 1 0 0 K G P d at a s et i s r e stri ct e d a n d o nl y a v ail a bl e a s a r e gi st er e d G e CI P m e m b er i n t h e 

G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h E n vir o n m e nt. All d at a s h ar e d i n t hi s c h a pt er w er e a p pr o v e d f or e x p ort b y 

G e n o mi c s E n gl a n d. T h e d at a s et s a n d c o d e s u p p orti n g t h e c urr e nt st u d y, u n a v ail a bl e f or e x p ort, ar e f ull y 

a c c e s si bl e wit hi n t h e G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h E n vir o n m e nt i n t h e s h ar e d dir e ct or y: 

r e _ g e ci p/ m a c hi n e _l e ar ni n g/ Elli e _ S e a b y/. 

 

7 . 2. 2  P h e n ot y p e d at a  
 

R ef erri n g cli ni ci a n s r e c or d e d p h e n ot y p e d at a a s c at e g ori c al H P O t er m s. T h e s e w er e a c c e s si bl e i n t h e R E 

b y q u er yi n g H P O t er m s st or e d i n m y s ql t a bl e s i n a L a b K e y d at a m a n a g e m e nt s y st e m. G e n e p a n el s w er e 
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s el e ct e d b y G E L b a s e d o n t h e p h e n ot y p e t er m s pr o vi d e d. A s u m m ar y of hi g h -l e v el p h e n ot y p e s of t h e 

p ati e nt p o p ul ati o n i s a v ail a bl e i n S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 7 . 

 

7 . 2. 3  D at a a n al y si s  
 
D at a a n al y si s w a s fir st p erf or m e d i n A ut u m n 2 0 1 9 ( Fi g ur e 7 .3 ). B e s p o k e s cri pt s w er e d e v el o p e d t o q u er y 

t h e a g gr e g at e .g v cf fil e. O nl y v ari a nt s t h at p a s s e d Ill u mi n a Q C a s pr e vi o u sl y d e s cri b e d  w er e s el e ct e d .1 3 2  

T h e D e N o v o L O E U F  filt eri n g str at e g y w a s t h e n a p pli e d: Fir stl y, d e n o v o  v ari a nt s wit h a n all el e fr e q u e n c y 

< 0. 0 0 1 i n g n o m A D v 2. 1. 1 ( all p o p ul ati o n s)  w er e s el e ct e d . T hi s v ari a nt  li st w a s f urt h er r e stri ct e d t o pr e di ct e d 

l o s s of f u n cti o n ( p L o F) v ari a nt s i n cl u di n g n o n s e n s e, fr a m e s hift a n d e s s e nti al ( c a n o ni c al +/- 2 b a s e -p air s) 

s pli c e sit e v ari a nt s. L O E U F c o n str ai nt g e n e s c or e s, d o w nl o a d e d fr o m t h e g n o m A D br o w s er 

(htt p s:// g n o m a d. br o a di n stit ut e. or g ), w er e i m p ort e d  i nt o t h e r e s e ar c h e n vir o n m e nt. R ar e, d e n o v o , p L o F 

v ari a nt s w er e t h e n f urt h er r e stri ct e d t o g e n e s wit h a L O E U F s c or e of < 0. 2 ( n = 1 0 4 4), a p pr o xi m at el y 

e q ui v al e nt t o t h e fir st L O E U F d e cil e, r e pr e s e nti n g a li st of g e n e s m o st hi g hl y c o n str ai n e d f or l o s s -of -f u n cti o n 

a n d pr e di ct e d t o c a u s e di s e a s e t hr o u g h h a pl oi n s uffi ci e n c y , a s o utli n e d i n t h e fl a g s hi p g n o m A D p a p er a n d 

vi s u ali s e d i n Fi g ur e 7 .2 .1 3 3  O nl y v ari a nt s i n L O E U F c o n str ai n e d g e n e s wit h k n o w n di s e a s e g e n e 

a s s o ci ati o n s  i n t h e O MI M3 2 8  d at a b a s e ( n = 3 3 5) , fir st a c c e s s e d a n d d o w nl o a d e d a s a fl at .t xt fil e i n O ct o b er 

2 0 1 9 , w er e k e pt f or f urt h er a n al y si s. V ari a nt s i n a ut o s o m al r e c e s si v e di s e a s e g e n e s w er e e x cl u d e d; t hi s 

l eft 2 9 3 g e n e s. V ari a nt s i n n o v el di s e a s e g e n e s w er e c o n si d er e d  b e y o n d t h e s c o p e of t hi s di s e a s e -g e n e 

f o c u s e d a s s e s s m e nt a n d ar e pr e s e nt e d i n C h a pt er 4 .3 2 9  L O F T E E v 1. 0 1 3 3  w a s a p pli e d t o fl a g v ari a nt s a s 

p ot e nti al f al s e p o siti v e s . V ari a nt s i n t h e t er mi n al e x o n w er e n ot e x cl u d e d . V ari a nt s r e m ai ni n g f oll o wi n g 

D e N o v o L O E U F filt eri n g st e p s w er e c o n si d er e d p ut ati v e di a g n o sti c v ari a nt s . 

 

Cli ni c al o ut c o m e d at a p ert ai ni n g t o di a g n o sti c r e p ort s a n d i n di vi d u al s p e cifi c p h e n ot y p e i nf or m ati o n w er e 

e xtr a ct e d q u er yi n g L a b k e y u si n g t h e R L a b K e y p a c k a g e ( v 2. 9. 0) i n R ( v 4. 0. 3). T h e s e p h e n ot y p e d at a w er e 

c o m p ut ati o n all y m er g e d wit h filt er e d p ut ati v e p a t h o g e ni c v ari a nt s f or e a c h p ati e nt. T h e di a g n o sti c r e p ort 

st at u s f or e a c h p ati e nt , w hi c h i n cl u d e d a n y r et ur n e d p at h o g e ni c v ari a nt s, w a s e xtr a ct e d c o m p ut ati o n all y b y 

q u er yi n g t h e ‘ G M C e xit q u e sti o n n air e’ t a bl e i n L a b K e y . 

https://gnomad.broadinstitute.org/


El e a n or G. S e a b y  | I m pr o vi n g di a g n o sti c r at e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct 

P a g e 2 2 6  of 3 5 6  

 

F I G U R E 7 .3  | S U M M A R Y O F M E T H O D S  

 

P ut ati v e di a g n o sti c v ari a nt s i d e ntifi e d b y t h e filt eri n g a p pr o a c h w er e c o m p ar e d wit h t h e di a g n o sti c r e p ort s f or t h e s a m e p ati e nt s. 

F oll o wi n g c o m p ar ati v e a n al y si s i n 2 0 2 1, if a n e g ati v e r e p ort h a d b e e n i s s u e d, or t h e c a s e w a s still u n d er r e vi e w, t h e p ati e nt ’ s G e n o mi c s 

L a b or at or y H u b a n d r ef erri n g cli ni ci a n w er e c o nt a ct e d a n d v ari a nt s  of i nt er e st  w er e s h ar e d . If n o r e s p o n s e w a s r e c ei v e d , t h e r e m ai ni n g 

v ari a nt s w er e cli ni c all y c ur at e d b y Dr Si m o n T h o m a s i n t h e W e s s e x R e gi o n al G e n o mi c s L a b or at or y a s p er A C M G -A M P g ui d eli n e s. A F 

–  all el e fr e q u e n c y; G E L –  G e n o mi c s E n gl a n d; G L H –  G e n o mi c s L a b or at or y H u b; L O E U F –  L o w er O b s er v e d/ E x p e ct e d U p p er -b o u n d 

Fr a cti o n; O MI M –  O nli n e M e n d eli a n I n h erit a n c e i n M a n
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7 . 2. 4  C o m p a r ati v e a n al y si s  
 

P ut ati v e di a g n o sti c v ari a nt s w er e c o m p ar e d wit h t h e di a g n o s e s r et ur n e d t o p ati e nt s r e cr uit e d t o 1 0 0 K G P 

at t w o ti m e p oi nt s ( O ct o b er 2 0 1 9 a n d A pril 2 0 2 1) t o a s s e s s c o n c or d a n c e b et w e e n t h e D e N o v o L O E U F 

filt eri n g m et h o d a n d t h e a n al y si s str at e g y b y G E L. 

 

At t h e fir st ti m e p oi nt, p ut ati v e di a g n o sti c v ari a nt s e xtr a ct e d u si n g D e N o v o L O E U F w er e c o m p ar e d a g ai n st 

v ari a nt s d e cl ar e d i n t h e G e n o m e M e di ci n e C e ntr e e xit q u e sti o n n air e of t h e R E a s b ei n g r et ur n e d t o p ati e nt s 

i n t h eir di a g n o sti c r e p ort. T hi s w a s t o a s s e ss t h e p o siti v e pr e di cti v e v al u e of t h e m et h o d. It w a s e x p e ct e d 

t h at m a n y p ati e nt s w o ul d n ot h a v e h a d a di a g n o sti c r e p ort r et ur n e d i n 2 0 1 9, i. e. t h eir c a s e st at u s w a s “ y et 

t o b e a s s e s s e d”. T h e c o m p ar ati v e a n al y si s w a s t h er ef or e r e p e at e d at t h e s e c o n d ti m e p oi nt ( 1 8 m o nt h s 

l at er i n A pril 2 0 2 1), t o a s s e s s w h et h er t h e m et h o d c orr e ctl y pr e di ct e d a d diti o n al di a g n o s e s d et er mi n e d o v er 

ti m e a s t h e pr o p orti o n of cl o s e d 1 0 0 K G P c a s e s i n cr e a s e d.  

 

C a s e s t h at w er e n ot a s s e s s e d or r e p ort e d a s n e g ati v e (i. e. n o di a g n o si s i d e ntifi e d) b y 2 0 2 1, w er e r e -c ur at e d 

b y N H S Cli ni c al S ci e nti st s t o st a n d ar di s e c ur ati o n of a n y n o v el di a g n o s e s n ot ori gi n all y d et e ct e d t hr o u g h 

t h e 1 0 0 K G P. T hi s w a s a c hi e v e d i n t w o w a y s. Fir stl y, t h e p ati e nt’ s G e n o mi c L a b or at or y H u b ( G L H), 

pr e vi o u sl y k n o w n a s t h e G e n o m e M e di ci n e C e ntr e, a n d r ef erri n g cli ni ci a n w er e c o nt a ct e d t o di s c u s s t h e 

v ari a nt ( s) f o u n d. B ot h t h e G L H a n d cli ni ci a n w er e a s k e d w h et h er t h e v ari a nt w a s alr e a d y k n o w n a b o ut  

a n d/ or h a d b e e n r et ur n e d a s a di a g n o si s. C o m m u ni c ati o n wit h t h e G L H a n d r ef erri n g cli ni ci a n s oft e n 

pr o m pt e d l o c al m ulti di s ci pli n ar y t e a m m e eti n g s f oll o w e d b y di a g n o sti c l a b or at or y c o nfir m ati o n of t h e v ari a nt. 

S e c o n dl y, if t h e v ari a nt s w er e u n k n o w n t o t h e G L H s, or n o r e s p o n s e w a s r e c ei v e d fr o m t h e c e ntr e s 

c o nt a ct e d, Dr Si m o n T h o m a s ( N H S Cli ni c al S ci e nti st)  i n t h e W e s s e x R e gi o n al G e n eti c s L a b or at or y, a n 

e st a bli s h e d G E L di a g n o sti c r e p orti n g c e ntr e, c ur at e d t h e r e m ai ni n g v ari a nt s al o n g si d e t h e p ati e nt s ’ 

p h e n ot y p e s a s p er t h e A C M G -A M P g ui d eli n e s. 1 2 4  T h e s e c ur ati o n r e s ult s t h e n  d et er mi n e d h o w m a n y of t h e 

r e m ai ni n g p ut ati v e di a g n o sti c s v ari a nt s w o ul d m e et a p arti al or f ull di a g n o si s.  
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7 . 2.4   T e sti n g t h e m et h o d o n n o n -tri o d at a 
 

I n J u n e 2 0 2 2, a n a d diti o n al 6, 1 0 1 f a mili e s wit h c o m pl e x f a mil y str u ct ur e s, w h er e b y d e n o v o  a n al y si s w a s 

n ot p o s si bl e , w er e a s s e s s e d. I n t h e s e f a mili e s, r ar e ( A F < 0. 0 0 1), p L o F v ari a nt s, i n O MI M di s e a s e g e n e s 

wit h a L O E U F s c or e < 0. 2 w er e e xtr a ct e d. T hi s filt eri n g mi mi c k e d t h e D e N o v o L O E U F str at e g y, a si d e  f or 

r e m o vi n g t h e d e n o v o  filt er. O nl y  v ari a nt s pr e s e nt i n aff e ct e d i n di vi d u al s w er e r et ai n e d . A s b ef or e, a n y 

p ut ati v e di a g n o sti c v ari a nt s w er e c o m p ar e d wit h t h e r e p ort e d v ari a nt s i n t h e p ati e nt’ s G M C e xit 

q u e sti o n n air e.  

 
7 . 2.5   It e r ati v e r e-a n al y si s  
 
I n A u g u st 2 0 2 2, t h e D e N o v o L O E U F m et h o d w a s a p pli e d t o n e wl y di s c o v er e d di s e a s e g e n e s (cl a s sifi e d a s 

‘ d efi niti v e’ or ‘ str o n g’ i n G e n C C3 2 2 ) wit h a L O E U F s c or e < 0. 2, p u bli s h e d b et w e e n 2 0 1 9 a n d 2 0 2 2  t o a s s e s s 

f or p o s si bl e di a g n o sti c u plift. T h e s e v ari a nt s w er e t h e n c ur at e d b y a Dr Si m o n T h o m a s  i n a n N H S di a g n o sti c 

l a b or at or y.  

 

7 . 3 R e s ult s  
 

A t ot al of 3 8 0 p ut ati v e di a g n o sti c v ari a nt s w er e i d e ntifi e d b y D e N o v o L O E U F i n 3 7 2 p ati e nt s. Of t h e s e 

v ari a nt s, 3 3 9/ 3 8 0 ( 8 9 %) w er e i n t h e E x o mi s er t o p r a n k e d r e s ult s. T h er e w er e m or e v ari a nt s t h a n p ati e nt s 

d u e t o s o m e i n di vi d u al s h ar b o uri n g m or e t h a n o n e d e n o v o  v ari a nt i n t h e s a m e g e n e ( n p ati e nt s  = 2) or h a vi n g 

m or e t h a n o n e d e n o v o  v ari a nt i n t w o diff er e nt g e n e s ( n p ati e nt s  = 6). T h e p ati e nt s wit h t w o d e n o v o  v ari a nt s 

i n t h e s a m e g e n e w er e e x pl or e d f urt h er a n d t h e s e v ari a nt s di d n ot r e pr e s e nt a c o m pl e x str u ct ur al e v e nt.  

R e s ult s str atifi e d b y ti m e -p oi nt a s s e s s m e nt ar e s h o w n i n Fi g ur e 7 .4 .
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F I G U R E 7 .4  | S U M M A R Y O F R E S U L T S U SI N G D E N O V O L O E U F  O N 1 0 0, 0 0 0  G E N O M E S P R O J E C T P A TI E N T S  
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I n O ct o b er 2 0 1 9, 3 8 0 pr e di ct e d l o s s of f u n cti o n v ari a nt s i n 3 7 2 in di vi d u al s w er e i d e ntifi e d i n k n o w n O MI M di s e a s e g e n e s u si n g  D e N o v o L O E U F. At t h e ti m e, 2 9 % ( 1 0 7/ 3 7 2) of 

p ati e nt s h a d a si n gl e di a g n o sti c v ari a nt r et ur n e d a n d 3 3 p ati e nt s h a d t h eir c a s e cl o s e d  a s ‘ n e g ati v e’. Ni n et y -fi v e p er c e nt ( 1 0 2/ 1 0 7) of v ari a nt s i d e ntifi e d b y D e N o v o L O E U F  w er e 

e ntir el y c o n c or d a nt wit h t h e f or m al G E L di a g n o si s r et ur n e d. I n t w o p ati e nt s w h er e a p at h o g e ni c v ari a nt  w a s c orr e ctl y i d e ntifi e d , a s e c o n d v ari a nt i n a diff er e nt g e n e al s o c o ntri b ut e d 

t o t h e di a g n o si s ( p arti al c o n c or d a nt). T w o v ari a nt s w er e e x cl u d e d fr o m c o m p ar ati v e a n al y si s a s it w a s n ot p o s si bl e t o v erif y t h e r et ur n e d di a g n o si s i n t h e G E L r e s e ar c h 

e n vir o n m e nt’ s e xit q u e sti o n n air e. O n e v ari a nt w a s di s c or d a nt (*) b et w e e n  t h e v ari a nt i d e ntifi e d b y D e N o v o L O E U F a n d t h e r e p ort e d o ut c o m e d at a fr o m t h e 1 0 0 K G P; h o w e v er, t hi s 

v ari a nt w a s s u b s e q u e ntl y c o nfir m e d a s p at h o g e ni c b y 2 0 2 1. T hr e e p ati e nt s h a d a p arti al di a g n o si s r et ur n e d, m e a ni n g a si n gl e v ari a nt w a s r et ur n e d t o t h e p ati e nt b ut t h at it di d n ot 

f ull y e x pl ai n t h e p h e n ot y p e; all t hr e e w er e f ull y c o n c or d a nt wit h D e N o v o L O E U F . 2 3 2 c a s e s w er e ‘ u n k n o w n’ m e a ni n g t h at n o f or m al r e p ort h a d b e e n r et ur n e d t o t h e p ati e nt. I n 

s u m m ar y, at t h e fir st ti m e p oi nt, t h e m et h o d c orr e ctl y d et e ct e d 9 9 % ( 1 0 7/ 1 0 8) of r e p ort e d di a g n o sti c v ari a nt s.  F or t h e  c o m p ar ati v e a n al y si s i n 2 0 2 1, 4 3 v ari a nt s w er e e x cl u d e d fr o m 

d o w n str e a m a n al y si s d u e t o p ati e nt s b ei n g wit h dr a w n fr o m 1 0 0 K G P. A f urt h er 1 5 0 v ari a nt s w er e f ull y c o n c or d a nt wit h o ur m et h o d , 1 4 w er e p arti all y c o n c or d a nt, 1 3 v ari a nt s w er e 

c o n c or d a nt wit h a r et ur n e d p arti al di a g n o si s, a n d 1 v ari a nt w a s di s c or d a nt. F oll o wi n g a s s e s s m e nt of t h e r e m ai ni n g 6 5 v ari a nt s  i n 6 5 i n di vi d u al s, 3 1 c a s e s w er e c o n si d er e d 

di a g n o sti c, 8 c a s e s p arti all y di a g n o sti c, a n d 5 c a s e s w er e i n ci d e nt al fi n di n g s. Ei g ht v ari a nt s di d n ot e x pl ai n t h e p h e n ot y p e, a n d 1 0 c a s e s w er e u n c ert ai n m e a ni n g t h at t h er e w a s 

i n s uffi ci e nt cli ni c al i nf or m ati o n t o d et er mi n e c a u s alit y. np  = n u m b er of p ati e nt s; n v  = n u m b er of v ari a nt s.
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7 . 3. 1  C o m p a r ati v e a n al y si s of m et h o d i n 2 0 2 1  
 

I n A pril 2 0 2 1, 2 8 4/ 3 8 0 ( 7 5 %) of all v ari a nt s i niti all y i d e ntifi e d w er e c o nfir m e d a s eit h er f ull y di a g n o sti c or 

p arti all y di a g n o sti c, i n cl u di n g 1 7 p ati e nt s w h o h a d di a g n o sti c r e p ort s r et ur n e d i n 2 0 1 9 pri or t o b ei n g 

wit h dr a w n fr o m t h e st u d y. A si n gl e di s c or d a nt v ari a nt i d e ntifi e d i n 2 0 1 9 ( Fi g ur e 7 .4 ) w a s r e cl a s sifi e d a s a 

p at h o g e ni c v ari a nt b y 2 0 2 1 a n d r et ur n e d t o t h e p ati e nt a s di a g n o sti c. T w e nt y -si x p ati e nt s h ar b o uri n g  2 6 

v ari a nt s i d e ntifi e d i n 2 0 1 9 w er e u n a v ail a bl e f or f urt h er a s s e s s m e nt i n 2 0 2 1 a n d cl a s s ifi e d a s “ c o n s e nt 

wit h dr a w n” d u e b ei n g  r e m o v e d fr o m t h e tr u st e d r e s e ar c h e n vir o n m e nt a s  r e-c o n s e nt w a s n ot e st a bli s h e d 

f or c hil d p arti ci p a nt s r e a c hi n g a d ult h o o d. O nl y o n e v ari a nt i d e ntifi e d di d n ot m at c h t h e v ari a nt r et ur n e d t o 

t h e p ati e nt, m e a ni n g G E L h a d r et ur n e d a n alt er n ati v e di a g n o si s, h o w e v er t h e v ari a nt i d e ntifi e d b y 

D e N o v o L O E U F i s a k n o w n p at h o g e ni c v ari a nt i n Cli n V ar. T hi s p ati e nt h a d o nl y o n e H P O t er m r e c or d e d 

“ c y sti n o si s”, w hi c h w a s c o n si st e nt wit h t h e bi all eli c v ari a nt s r e p ort e d b y G E L. T h e cli n i ci a n r e s p o n si bl e f or 

t hi s p ati e nt h a s b e e n c o nt a ct e d t o g ai n f urt h er cli ni c al i nf or m ati o n a n d e st a bli s h w h et h er t h e p ut ati v e 

di a g n o sti c v ari a nt i d e ntifi e d m a y b e a mi s s e d a d diti o n al di a g n o si s. Si x v ari a nt s c o ul d n ot b e a s s e s s e d f or 

c o n c or d a n c e a s t h e v ari a nt r et ur n e d b y 1 0 0 K G P w a s n ot i d e ntifi a bl e i n t h e G E L  r e s e ar c h e n vir o n m e nt. 

Si xt y -t w o v ari a nt s i n 6 2 i n di vi d u al s i d e ntifi e d u si n g D e N o v o L O E U F r e m ai n e d u nr e s ol v e d i n 2 0 2 1 a n d 

r e q uir e d f urt h er s cr uti n y. All 6 2 v ari a nt s w er e i n Ti er 3 of t h e G E L ti eri n g s y st e m a s t h e y w er e d e n o v o  l o s s-

of -f u n cti o n v ari a nt s b ut w er e n ot i n t h e ori gi n al g e n e p a n el( s) a p pli e d. 

 

7 . 3. 2  A s s e s s m e nt of r e m ai ni n g 6 2 v a ri a nt s i n 6 2 u ni q u e i n di vi d u al s  
 

C o nt a ct w a s e st a bli s h e d wit h s e v e nt e e n ( 2 7 %) of t h e r e m ai ni n g 6 2 p ati e nt’ s G L H s a n d r ef erri n g cli ni ci a n s. 

F oll o wi n g t hi s c o n n e cti o n, all 1 7 p ati e nt s h a d t h eir D e N o v o L O E U F v ari a nt s c o nfir m e d a s di s e a s e -c a u si n g 

f oll o wi n g i n d e p e n d e nt v ali d ati o n i n t h eir l o c al N H S l a b or at ori e s. C o nt a ct w a s n ot e st a bli s h e d wit h t h e 

r e m ai ni n g 4 5 p ati e nt s’ r ef erri n g cli ni ci a ns  a n d/ or G L H a n d t h er ef or e t h e o ut st a n di n g 4 5 v ari a nt s w er e 

m a n u all y c ur at e d b y t w o cli ni c al s ci e nti st s w or ki n g i n a n N H S a c cr e dit e d g e n o mi c di a g n o sti c l a b or at or y 

(S u p pl e m e nt ar y D at a s et  S D 7 ). Of t h e s e v ari a nt s, 1 4 w er e d e si g n at e d di a g n o sti c, 8 w er e p arti all y 

di a g n o sti c, a n d 5 w er e i d e ntifi e d a s i n ci d e nt al fi n di n g s. Ei g ht v ari a nt s w er e c o n si d er e d n ot di a g n o sti c, a n d 
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1 0 c a s e s w er e u n c ert ai n wit h i n s uffi ci e nt cli ni c al i nf or m ati o n t o c o nfir m c a u s alit y f or t h e p ati e nt’ s p h e n ot y p e 

(T a bl e 7 .1 ). 



El e a n or G. S e a b y  | I m pr o vi n g di a g n o sti c r at e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct 

P a g e 2 3 3  of 3 5 6  

 

T A B L E 7 .1  | C L A S SI FI C A TI O N O F R E M AI NI N G 6 2  V A RI A N T S  

Di a g n o si s  
( n = 3 1) 

P arti al di a g n o si s 
( n = 8) 

N ot di a g n o sti c ( n = 8)  U n c ert ai n  
 ( n = 1 0) 

I n ci d e nt al Fi n di n g 
( n = 5) 

C o nfir m e d f oll o wi n g 
G L H c o nt a ct ( n = 1 7)  

C o nfir m e d f oll o wi n g 
m a n u al c ur ati o n ( n = 8)  

P o or p h e n ot y p e fit 
( n = 3) 

P at h o g e ni c b y A C M G -
A M P g ui d eli n e s ( n = 5)  

C o nfir m e d f oll o wi n g 
m a n u al c ur ati o n ( n = 5)  

C o nfir m e d f oll o wi n g 
m a n u al c ur ati o n ( n = 1 4)  

 
I ntr o ni c o n M A N E 
S el e ct tr a n s cri pt ( n = 2)  

V U S b y A C M G -A M P 
g ui d eli n e s ( n = 5)  

 

  
X L R g e n e a n d p ati e nt 
f e m al e ( n = 1) 

  

  
Art ef a ct u al v ari a nt 
( n = 1) 

  

  
S pli c e r e s c u e ( n = 1)  

  

 

H alf ( 5/ 1 0) of t h e u n c ert ai n v ari a nt s w er e cl a s sifi e d a s p at h o g e ni c b y A C M G -A M P g ui d eli n e s 1 2 3  b ut t h er e w a s i n s uffi ci e nt cli ni c al 

i nf or m ati o n t o c o nfir m c a u s alit y f or t h e p ati e nt’ s p h e n ot y p e; t h er e w a s a n a v er a g e of 4 H P O t er m s p er ‘ u n c ert ai n’ c a s e c o m p are d wit h 

1 8 H P O t er m s f or p ati e nt s wit h a di a g n o si s. Of t h e 8 n o n -di a g n o sti c c a s e s, o n e v ari a nt  w a s i n a n X -li n k e d r e c e s si v e ( X L R) g e n e a n d 

t h e p ati e nt w a s f e m al e. A f urt h er v ari a nt p a s s e d G E L q u alit y c o ntr ol filt eri n g i n 2 0 1 9 b ut u p o n m or e d et ail e d i n s p e cti o n w a s art ef a ct u al. 

O n e v ari a nt w a s wit hi n 6 b a s e p air s of a n alt er n ati v e s pli c e sit e, pr e di c ti n g a f ull s pli c e r e s c u e. T hr e e v ari a nt s w er e a p o or p h e n ot y pi c 

fit. T w o v ari a nt s w er e i ntr o ni c o n t h e M at c h e d A n n ot ati o n fr o m N C BI a n d E B M L-E BI ( M A N E) 3 3 0  S el e ct tr a n s cri pt a n d n ot pr e s e nt i n a n 

e x o n of a M A N E Pl u s Cli ni c al alt er n ati v e tr a n s cri pt h ar b o uri n g  k n o w n p at h o g e ni c v ari a nt s.
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7 . 3. 3  S u m m a r y of r e s ult s  
 

I n s u m m ar y, 3 2 4/ 3 3 2 ( 9 8 %) of t h e v ari a nt s i d e ntifi e d t hr o u g h D e N o v o L O E U F filt eri n g ( e x cl u di n g i n ci d e nt al 

fi n di n g s, v ari a nt s f or wit h dr a w n p arti ci p a nt s, or i n p ati e nt s w h er e t h er e w a s i n a d e q u at e p h e n ot y p e or 

g e n ot y p e r e p orti n g i n G E L) w er e cl a s sifi e d a s di a g n o sti c or p arti all y di a g n o st i c (T a bl e 7 .2 ).
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T A B L E 7 .2  | T A B U L A T E D S U M M A R Y O F R E S U L T S  

G E L di a g n o s e s r et ur n e d  2 0 1 9 c o m p ari s o n  2 0 2 1 c o m p ari s o n  F oll o wi n g c ur ati o n/ G L H  

F ull y c o n c or d a nt  1 0 2  2 5 3  2 8 4  

P arti all y c o n c or d a nt  5  3 2  4 0  

C o ul d n’t b e v erifi e d  2  6  1 6  

Di s c or d a nt  1 [ di s c ar d e d i n 2 0 2 1]  1  8  

I n ci d e nt al 0  0  5  

P P V  1 0 7/ 1 0 8 = 9 9 %  2 8 5/ 2 8 6 = 9 9 %  3 2 4/ 3 3 2 = 9 8 %  

S u m m ar y of r e s ult s c o m p ari n g v ari a nt s i d e ntifi e d b y D e N o v o L O E U F  c o m p ar e d wit h di a g n o sti c r e p ort s r et ur n e d t o p ati e nt s, i n a d diti o n 

t o v ari a nt c ur ati o n. T h e 2 0 2 1 c o m p ari s o n i s a c u m ul ati v e c o m p ari s o n of t h e 2 0 2 1 a n d 2 0 1 9 c o m p ari s o n s. F ull c o n c or d a n c e i s w h er e a 

si n gl e v ari a nt i d e ntifi e d w a s c o nfir m e d a s t h e p at h o g e ni c v ari a nt. P arti al c o n c or d a n c e d e n ot e s t h e c a s e w h er e t h e v ari a nt i d e ntifi e d w a s 

p at h o g e ni c b ut di d n ot e x pl ai n t h e f ull p h e n ot y p e, or a s e c o n d v ari a nt i n a diff er e nt g e n e w a s r et ur n e d t o t h e p ati e nt. V ari a nt s t h at c o ul d 

n ot b e v erifi e d w er e t h o s e w h er e it w a s n ot p o s si bl e t o s e e w hi c h v ari a nt h a d b e e n r et ur n e d t o t h e p ati e nt a s di a g n o sti c, or t h er e w a s 

n ot e n o u g h cli ni c al i nf or m ati o n t o d et er mi n e c a u s alit y. T h e s e 1 6 v ari a nt s, pl u s t h e 5 i n ci d e nt al fi n di n g s w er e n ot i n cl u d e d i n t h e P P V 

c al c ul ati o n s. G L H –  G e n o mi c s L a b or at or y H u b; P P V –  p o siti v e pr e di cti v e v al u e. 



El e a n or G. S e a b y  | I m pr o vi n g di a g n o sti c r at e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct 

P a g e 2 3 6  of 3 5 6  

 

7 . 3. 4  D e N o v o L O E U F o n n o n -tri o d at a 
 

Filt eri n g f or r ar e, p L o F v ari a nt s i n k n o w n O MI M di s e a s e g e n e s wit h a L O E U F s c or e < 0. 2 o n 6, 1 0 1 f a mili e s 

wit h c o m pl e x f a mil y str u ct ur e s, r e v e al e d a f urt h er 7 7 6 p ut ati v e di a g n o sti c v ari a nt s i n 7 5 7 i n di vi d u al s. 

2 7 0/ 7 5 7 ( 3 6 %) of i n di vi d u al s h a d di a g n o s e s r et ur n e d t h at w er e f ull y c o n c or d a nt wit h D e N o v o L O E U F . T h e 

n u m b er of i n di vi d u al s p er p e di gr e e w a s si g nifi c a ntl y diff er e nt b et w e e n c o n c or d a nt a n d di s c or d a nt c a s e s 

( Wil c o x o n t e st, p = 6. 0 2-1 6 ), wit h di s c or d a nt p ati e nt s h a vi n g a m e di a n p e di gr e e str u ct ur e of o n e i n di vi d u al 

( si n gl et o n). 

 

7 . 3. 5  Pr o p orti o n of di s e a s e -c a u si n g v a ri a nt s d et e ct e d b y D e N o v o L O E U F  
 

T h e t ot al n u m b er of d e n o v o  p L o F v ari a nt s d et e ct e d b y G E L a n d c a pt ur e d b y D e N o v o L O E U F  w a s e x pl or e d . 

A t ot al of 2, 0 7 4 d e n o v o  p L o F w er e i d e ntifi e d i n G E L ( Fi g ur e 7 .4 ). Of t h e s e, 4 8 0/ 2 0 7 4 ( 2 3 %) w er e c o nfir m e d 

di a g n o s e s. Of t h e s e di a g n o s e s, 3 8 0/ 4 8 0 ( 7 9. 2 %) w er e i n L O E U F c o n str ai n e d g e n e s ( s c or e < 0. 2). D iff er e nt 

L O E U F c ut off s  w er e t e st e d , i n cl u di n g a s c or e b et w e e n 0. 2 –  0. 4 a n d b et w e e n 0. 4  - 0. 6 . Th e p o siti v e 

pr e di cti v e v al u e s w er e 6 9 % a n d 4 5 % r e s p e cti v el y.  

 

7 . 3. 6  It e r ati v e r e-a n al y si s  
 

R e -r u n ni n g L O E U F o n n e wl y di s c o v er e d g e n e s b et w e e n 2 0 1 9 a n d 2 0 2 2 t h at w er e n ot pr e s e nt i n t h e ori gi n al 

O MI M g e n e li st, i d e ntifi e d 1 3 n e w d e n o v o  p L o F v ari a nt s. Of t h e s e, 1 2/ 1 3 ( 9 2 %) h a v e b e e n c o nfir m e d a s 

di a g n o sti c ( S u p pl e m e nt ar y D at a s et  S D 8 ).  

 

7 . 4 Di s c u s si o n  
 

T hi s c h a pt er  d e s cri b e a f a st, u n bi a s e d filt eri n g str at e g y, D e N o v o L O E U F, t o i d e ntif y p ot e nti al p at h o g e ni c 

v ari a nt s wit h hi g h p o siti v e pr e di cti v e v al u e a n d s p e cifi cit y. H u m a n g e n e L O E U F s c or e s  ar e a v ail a bl e i n 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e  S 8 . U nli k e t h e a p pr o a c h a d o pt e d i n t h e 1 0 0 K G P wit h p a n el-b a s e d ti eri n g, t hi s 

g e n ot y p e -dri v e n D e N o v o L O E U F m et h o d i s a g n o sti c t o p h e n ot y p e a n d i n d e p e n d e nt of g e n e p a n el s w hi c h 

oft e n c h a n g e o v er ti m e a n d r e q uir e o pti m al p a n el s el e cti o n . I n d e e d, 3 9 di a g n o sti c or p arti all y di a g n o sti c 
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v ari a nt s (i n 3 9 k n o w n di s e a s e-a s s o ci at e d g e n e s ) w er e d et e ct e d t h at h a d b e e n mi s s e d b y st a n d ar d 1 0 0 K G P 

di a g n o sti c pr ot o c ol s d u e t o t h e g e n e i n w hi c h t h e c a u s al v ari a nt w a s i d e ntifi e d n ot b ei n g i n cl u d e d o n t h e 

g e n e p a n el s el e ct e d. Ni n et y p er c e nt ( 3 5/ 3 9 ) of t h e s e g e n e s w er e i n cl u d e d o n diff er e nt g e n e p a n el s, 

m e a ni n g t h e y w er e r e c o g ni s e d “ P a n el A p p di s e a s e g e n e s” b ut t h e g e n e p a n el s el e cti o n w a s s u b o pti m al. 

O n e of t h e i s s u e s wit h P a n el A p p i s i n s el e cti n g t h e ‘ c orr e ct’ p a n el b a s e d o n t h e H P O t er m s pr o vi d e d. F or 

e x a m pl e, t h e g e n e C L C N 5  i s a di s e a s e g e n e f or D e nt di s e a s e 1 ( MI M: 3 0 0 0 0 9), a r e c o g ni s e d r e n al 

t u b ul o p at h y. T hi s g e n e i s o n t h e f oll o wi n g P a n el A p p g e n e p a n el s: “ n e p hr o c al ci n o si s”, “ u n e x pl ai n e d ki d n e y 

f ail ur e i n y o u n g p e o pl e”, “ s k el et al d y s pl a si a” a n d “ u n e x pl ai n e d p a e di atri c o n s et e n d st a g e r e n al di s e a s e”. 

H o w e v er, it i s n ot o n t h e “t u b ul o p at hi e s” p a n el, w hi c h i s p er h a p s t h e m o st a p pr o pri at e p a n el s el e cti o n. F or 

m o st c a s e s w h er e G E L mi s s e d t h e di a g n o si s, t h e p a n el s el e ct e d w a s n ot i n a p pr o pri at e p er s e , b ut did n ot 

e n c o m p a s s t h e e x a ct p a n el r e q uir e d, a g ai n hi g hli g hti n g w h y ‘ a g n o sti c t o p h e n ot y p e’ a p pr o a c h e s ar e criti c al 

t o e n s ur e i n cr e a s e d di a g n o sti c yi el d, p arti c ul arl y i n t h e U K w h er e g e n e p a n el s ar e t h e s el e ct e d a n al yti c al 

m et h o d.  

 

I n vi e w of t h e r e c o g niti o n of di a g n o s e s o ut si d e of t h e s el e ct e d g e n e p a n el( s), s o m e N H S a c cr e dit e d 

l a b or at ori e s a d o pt e d a p oli c y, w h e n r e vi e wi n g r e s ult s fr o m t h e 1 0 0 K G P a v ail a bl e wit hi n t h e 1 0 0 K r e s ult s 

p ort al, t o a s s e s s d e n o v o v ari ati o n a n d E x o mi s er t o p -r a n k e d r e s ult s t o u plift t h e r e s ult a nt di a g n o s e s. T hi s 

a p pr o a c h t o r e p orti n g h a s b e e n i nf or m ati v e f or t h e str at e g y wit hi n s u b s e q u e nt l ar g e -s c al e W G S 

e n d e a v o ur s . W h e n i n cl u di n g t h e s e r e s ult s, 2 6 % of all c a u s al v ari a nt s r et ur n e d b y N H S l a b s i n t h e 1 0 0 K G P 

w er e n ot i n t h e i niti al g e n e p a n el a p pli e d, e x e m plif yi n g t h e i s s u e wit h g e n e p a n el a n al y si s str at e gi e s. 3 2 6  

H o w e v er, r e -a n al y s e s i n v ol v e r e -vi siti n g s e q u e n ci n g d at a a n d cli ni c al c a s e s, s o m et hi n g w hi c h c o ul d b e 

miti g at e d b y s cr e e ni n g a n d pri oriti si n g hi g hl y p ut ati v e di a g n o sti c v ari a nt s i n t h e fir st i n st a n c e. U si n g 

D e N o v o L O E U F a s a s cr e e ni n g str at e g y w o ul d h a v e i m m e di at el y i d e ntifi e d 3 2 1 p at h o g e ni c v ari a nt s, s a vi n g 

c o n si d er a bl e ti m e a n d m o n e y. O n a v er a g e, D e N o v o L O E U F a d d e d o nl y o n e e xtr a v ari a nt f or a s s e s s m e nt 

i n ~ 3 % of all r ar e di s e a s e pr o b a n d s ( 0. 0 2 3 v ari a nt s p er p er s o n). 

 

T hi s  m et h o d i s r a pi d, h a vi n g i d e ntifi e d 1 7 2 v ari a nt s i n 2 0 1 9 t h at c o ul d n ot b e  effi ci e ntl y r et ur n e d  t o t h e 

p ati e nt s ’ cli ni c al t e a m s a s t h e pr o c e s s e s f or r et ur ni n g r e s e ar c h r e s ult s t o t h e cli ni c w er e n ot s u p p ort e d at 
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s c al e. A s a r e s ult of c oll a b or ati o n wit h c oll e a g u e s at G e n o mi c s E n gl a n d, a f or m t h at e n a bl e s t h e s u b mi s si o n 

of m ulti pl e p ot e nti al di a g n o s e s f or diff er e nt p arti ci p a nt s vi a a si n gl e s u b mi s si o n wit hi n t h e R E, i s n o w i n 

pl a c e.  D e N o v o L O E U F utili s e s a n eff e cti v e s cr e e ni n g a p pr o a c h t o d et e ct hi g hl y p e n etr a nt p ut ati v e 

di a g n o sti c v ari a nt s a cr o s s a l ar g e c o h ort. It s h o ul d h o w e v er b e n ot e d t h at w hil st 2 8 5/ 3 3 3 ( 8 6 %) of all t h e 

v ari a nt s i d e ntifi e d w er e f ull y di a g n o sti c, 4 0/ 3 3 3 ( 1 2 %) w er e a p arti al di a g n o si s, m e a ni n g t h a t t h e v ari a nt 

w a s c o n si d er e d p at h o g e ni c b ut di d n ot f ull y e x pl ai n t h e p h e n ot y p e. A d diti o n all y, f oll o wi n g m a n u al c ur ati o n 

t h er e w er e 1 0 v ari a nt s w h er e b y it w a s n ot p o s si bl e t o c o nfir m w h et h er t h e v ari a nt e x pl ai n e d t h e p h e n ot y p e; 

all t h e s e p ati e nt s l a c k e d s uffi ci e nt cli ni c al d at a t o d et er mi n e c a u s alit y e v e n t h o u g h fi v e of t h e v ari a nt s w er e 

p at h o g e ni c b y A C M G -A M P g ui d eli n e s. T h e s e p ati e nt s h a d a m e di a n of 4 H P O t er m s c o m p ar e d wit h 1 8 

H P O t er m s f or p ati e nt s wit h a di a g n o si s.  T hi s hi g hli g ht s s o m e of t h e c h all e n g e s wit h p h e n ot y pi n g i n a l ar g e -

s c al e n ati o n al s e q u e n ci n g pr oj e ct a n d t h at u si n g H P O t er m s  ar e s o m eti m e s i n s uffi ci e nt t o m a k e a di a g n o si s 

a n d p o st -a n al y si s c o m m u ni c ati o n wit h t h e cli ni c al c ar e t e a m i s a criti c al c o m p o n e nt of m ol e c ul ar di a g n o si s 

a s e m p h a si s e d b y A C M G cli ni c al pr a cti c e g ui d eli n e s. 3 3 1  G e n o mi c s E n gl a n d i s a cti v el y s u p p orti n g 

i m pr o v e m e nt s at t h e cli ni c al-r e s e ar c h i nt erf a c e t o e n a bl e c oll a b or ati o n s b et w e e n r e s e ar c h er s a n d cli ni ci a n s 

a n d i n p ati e nt p h e n ot y pi n g b y t h e pr o vi si o n of H o s pit al E pi s o d e St ati sti c s d at a wit hi n t h e R E a s a 

l o n git u di n al r e c or d of p arti ci p a nt s’ p h e n ot y p e s. 

 

Wit h e v er i n cr e a si n g a p pli c ati o n of g e n o m e s e q u e n ci n g a n d a dri v e t o s e q u e n c e a f urt h er 5 milli o n g e n o m e s 

i n t h e U K, t h er e i s cl e ar d e m a n d t o fi n d effi ci e nt a n al yti c str at e gi e s. T hi s m et h o d s h o w s pr o mi s e a s  a 

s uit a bl e a dj u n ct t o t h e c urr e nt pr ot o c ol s t o i d e ntif y c a u s al v ari ati o n i n 1 0 0 K G P, t h e N H S G e n o mi c M e di ci n e 

S er vi c e, or ot h er si mil ar i nt er n ati o n al i niti ati v e s. D e N o v o L O E U F i s c a p a bl e of pri oriti si n g p ut ati v e 

p at h o g e ni c v ari a nt s f or di a g n o sti c l a b or at ori e s, s a vi n g ti m e a n d r e s o ur c e s. F urt h er m or e, o n e of  t h e dr a w 

b a c k s of a p pl yi n g g e n e p a n el s i s t h at m a n y ar e alr e a d y o ut d at e d at t h e p oi nt of u s e, wit h n e w g e n e s b ei n g 

c o n si st e ntl y a d d e d t o t h e lit er at ur e. T hi s  m et h o d c a n b e e a sil y a p pli e d it er ati v el y f or r e -a n al y si s a s n e w 

g e n e s ar e di s c o v er e d a n d a d d e d t o Cli n V ar 1 1 3 , H G M D Pr o, or G e n C C3 2 2 , b ef or e b ei n g i n d e x e d i n O MI M. 

H o w e v er, at t h e ti m e of m et h o d d e v el o p m e nt, O MI M r e pr e s e nt e d t h e b e st a v ail a bl e r e p o sit or y of di s e a s e 

g e n e s wit h a st a n d ar di s e d m et h o d f or c ur ati n g g e n ot y p e -p h e n ot y p e r el ati o n s hi p s. H o w e v er 
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D e N o v o L O E U F w a s r e-r u n i n 2 0 2 2 o n n e w di s e a s e g e n e s ( a d d e d t o G e n C C) aft er t h e i niti al a n al y si s i n 

2 0 1 9; t hi s i d e ntifi e d a f urt h er 1 3 v ari a nt s of w hi c h 1 2 h a v e b e e n c o nfir m e d a s di a g n o sti c.  

 

W hil st t h e D e N o v o L O E U F m et h o d h a s a hi g h P P V, ni n e  v ari a nt s ( 1 fr o m t h e 2 0 2 1 a n al y si s a n d 8 fr o m 

c ur ati o n a n al y si s) w er e di s c or d a nt wit h t h e di a g n o si s r et ur n e d. O n e v ari a nt w a s i n a n X -li n k e d r e c e s si v e 

g e n e a n d t h e p ati e nt w a s f e m al e. A f urt h er v ari a nt p a s s e d q u alit y c o ntr ol filt eri n g b ut w a s art ef a ct u al w h e n 

t h e r e a d s w er e dir e ctl y vi s u ali s e d. F o ur v ari a nt s w er e i n a di s e a s e g e n e i n c o n si st e nt wit h t h e p ati e nt’ s 

p h e n ot y p e a n d t h er e w a s a n a v er a g e of 3 H P O t er m s p er p ati e nt.  O n e v ari a nt w a s wit hi n 6 b a s e p ai r s of a 

f ull s pli c e r e s c u e, r e n d eri n g it n ot tr ul y L o F. T w o v ari a nt s w er e p L o F o n a n o n-c a n o ni c al tr a n s cri pt t h at w a s 

p o orl y e x pr e s s e d a cr o s s di s e a s e -r el e v a nt ti s s u e s u si n g t h e p e xt s c or e b a s e d o n G TE x ,8 7  a n d i ntr o ni c o n 

t h e M A N E S el e ct tr a n s cri pt. W hil st o n e o pti o n w o ul d b e t o li mit t h e m et h o d t o v ari a nt s o n t h e M A N E S el e ct 

a n d M A N E Pl u s Cli ni c al tr a n s cri pt s, t hi s i s p ot e nti all y pr o bl e m ati c a s n ot all g e n e s h a v e b e e n c ur at e d t o 

d efi n e a d diti o n al tr a n s cri pt s t o b e i n cl u d e d i n t h e M A N E Pl u s Cli ni c al r e s o ur c e. 1  

 

7 . 4. 1  Li mit ati o n s a n d o p p ort u niti e s  
 

W hil st t hi s g e n ot y p e -fir st m et h o d di a g n o s e d p ati e nt s mi s s e d b y t h e i niti al 1 0 0 K G P di a g n o sti c str at e g y, it 

d o e s n ot r e pl a c e t h e i m p ort a n c e of a p h e n ot y p e -dri v e n a p pr o a c h. It w o ul d b e f o ol h ar d y n ot t o l o o k at all 

v ari a nt s i n a g e n e wit h a cl o s e p h e n ot y p e m at c h t o t h e p ati e nt. T hi s  m et h o d i s b e st a p pli e d a s a 

c o m pl e m e nt ar y s cr e e ni n g str at e g y a n d will n ot di a g n o s e m o st  p ati e nt s, e s p e ci all y t h o s e wit h v ari a nt s i n 

n o n -c o n str ai n e d g e n e s, or wit h p at h o g e ni c mi s s e n s e or e xt e n d e d s pli c e sit e v ari a nt s or wit h i n h erit e d 

v ari a nt s. It al s o d o e s n ot n e g at e t h e n e e d f or v ari a nt c ur ati o n, si n c e s o m e p L o F v ari a nt s m a y n ot r e s ult i n 

L o F a n d t h er e i s y et t o b e a n a ut o m at e d m et h o d c a p a bl e of r e pli c ati n g f ull m a n u al c ur ati o n. 2 8 0   

 

T hi s  s cr e e ni n g t o ol s el e ct s d e n o v o  v ari a nt s, m e a ni n g t h at p ot e nti al p at h o g e ni c v ari a nt s w er e e x cl u d e d i n 

p ati e nt s wit h o ut tri o d at a a n d i n di s e a s e s w h er e b y di s e a s e s e gr e g ati o n m a y b e e x p e ct e d e. g. c ar di a c or 

i m m u n e di s e a s e. W h e n a p pl yi n g t h e s a m e filt eri n g str at e g y, mi n u s t h e d e n o v o filt er, t o c o m pl e x f a mil y 

str u ct ur e s or si n gl et o n s , a n a d diti o n al 2 7 0 di a g n o s e s  w er e i d e ntifi e d . T hi s yi el d e d a P P V of 3 6 % v s 9 8 % 

f or tri o s. U s e d pr o s p e cti v el y, t hi s m e a n s t h er e i s a n i n cr e a s e d pr o b a bilit y of t y p e 1 err or s, alt h o u g h s o m e 



El e a n or G. S e a b y  | I m pr o vi n g di a g n o sti c r at e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct 

P a g e 2 4 0  of 3 5 6  

 

of t h e u n s u b st a nti at e d v ari a nt s m a y r e pr e s e nt r e al di a g n o s e s. U n s ur pri si n gl y, f or n o n -tri o c a s e s w h er e 

r et ur n e d di a g n o s e s w er e di s c or d a nt wit h D e N o v o L O E U F , t h e m e di a n f a mil y si z e w a s 1, wit h 6 3 1/ 6 7 8 ( 9 3 %) 

of c a s e s b ei n g pr o b a n d -o nl y ( si n gl et o n s ). 

 

G e n e s i n t h e fir st L O E U F d e cil e  w er e s el e ct e d  t o i n cr e a s e t h e s p e cifi cit y of t h e m et h o d. A s s h o w n i n t h e 

fl a g s hi p g n o m A D p a p er, a L O E U F s c or e of < 0. 2 i s t h e m o st hi g hl y e nri c h e d f or h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e 

g e n e s. I n t ot al a cr o s s all g e n e s, t h er e w er e 2 0 7 4 d e n o v o  p L o F v ari a nt s c all e d i n G e n o mi c s E n gl a n d of 

w hi c h 4 8 0/ 2 0 7 4 ( 2 3 %) w er e di a g n o s e s. Of t h e s e, 7 9. 2 % w er e i n L O E U F c o n str ai n e d g e n e s ( s c or e < 0. 2). 

E x p a n di n g t h e a p pr o a c h t o d e n o v o  p L o F v ari a nt s i n di s e a s e g e n e s u si n g a hi g h er L O E U F t hr e s h ol d will 

i ne vit a bl y i n cr e a s e t h e di a g n o sti c yi el d, h o w e v er t hi s m u st b e b al a n c e d wit h i n cr e a s e d n oi s e, a n i n cr e a s e d 

n u m b er of v ari a nt s f or r e vi e w, a n d si g nifi c a ntl y r e d u c e d s p e cifi cit y. W h e n e x p a n di n g t h e a n al y si s t o a 

L O E U F s c or e b et w e e n 0. 2 -0. 4 t h e p o siti v e pr e di ct i v e v al u e r e d u c e d t o 6 9 %, a n d wit h a L O E U F s c or e 

b et w e e n 0. 4 a n d 0. 6 t hi s r e d u c e d a g ai n t o 4 5 %. T hi s a p pr o a c h c o ul d b e a d o pt e d f or d o w n str e a m a n al y s e s.  

 

D e N o v o L O E U F al s o ri s k s i d e ntif yi n g i n ci d e nt al fi n di n g s i n cl u di n g t h o s e i n t h e A C M G s e c o n d ar y fi n di n g s 

v 3 li st, w hi c h ar e a c o n s e q u e n c e of W G S a n d a tr a d e-off  f or i n cr e a s e d di a g n o sti c yi el d. A p pl yi n g a L O E U F 

c ut off < 0. 2 i d e ntifi e d 1 0 g e n e s i n t h e A C M G li st, alt h o u g h t h e s e g e n e s c o ul d b e m a n u all y r e m o v e d fr o m 

D e N o v o L O E U F if pr ef err e d, or if t h e p ati e nt h a s n ot c o n s e nt e d f or s e c o n d ar y fi n di n g s. 3 3 2  

 

W hil st D e N o v o L O E U F h a s a hi g h P P V, t h er e ar e o p p ort u niti e s t o r efi n e t h e m et h o d t o i n cr e a s e s e n siti vit y 

at t h e e x p e n s e of s p e cifi cit y. A r e vi s e d s cr e e ni n g pi p eli n e i s pr o p o s e d t o n ot o nl y i d e ntif y d e n o v o  v ari a nt s 

i n L O E U F c o n str ai n e d g e n e s, b ut al s o s cr e e n f or all k n o w n r ar e Cli n V ar p at h o g e ni c or li k el y p at h o g e ni c 

v ari a nt s r e g ar dl e s s of t h e g e n e p a n el a p pli e d ( Fi g ur e 7 .5 ). T h e s u g g e sti o n i s t o pl a c e d e n o v o  v ari a nt s, 

Cli n V ar v ari a nt s a n d n o v el c o di n g v ari a nt s i nt o a n e w ti er f or a s s e s s m e nt b y N H S cli ni c al l a b or at ori e s t o 

c o m pl e m e nt t h e c urr e nt ti eri n g s y st e m. 1 3 2  A d di n g t hi s a d diti o n al r e vi e w a p pr o a c h, al o n g wit h a p h e n ot y p e -

dri v e n v ari a nt a n al y si s, i s c o n si st e nt wit h r e c e ntl y r el e a s e d b e st pr a cti c e s i n g e n o m e a n al y si s r el e a s e d fr o m 

t h e M e di c al G e n o m e I niti ati v e.3 3 3  Fr o m r e vi e wi n g 2 0 g e n o m e s, it i s e sti m at e s t h at t hi s a p pr o a c h w o ul d yi el d 

3 -9 p ot e nti al a d diti o n al v ari a nt s p er tri o, u si n g a L O E U F c ut off < 0. 3 5, a mi s s e n s e c o n str ai nt z -s c or e > 3, 3 3 4  
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a n d li k el y p at h o g e ni c/ p at h o g e ni c Cli n V ar e ntri e s wit h 2 st ar s or a b o v e. T h e  ai m  i s t o a c hi e v e a hi g h er 

di a g n o sti c yi el d p er n u m b er of v ari a nt s a s s e s s e d b y di a g n o sti c l a b s, w h er e b y t h e m o st s ali e nt v ari a nt s  ar e 

pri oriti s e d  fir st.
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F I G U R E 7 .5  | P R O P O S E D G E N O T Y P E -FI R S T S C R E E NI N G S T R A T E G Y  

 

A p o s si bl e r efi n e d s cr e e ni n g str at e g y. All d e n o v o v ari a nt s wit h a n all el e fr e q u e n c y ( A F) < 0. 0 0 1 w o ul d b e filt er e d, a n d l o s s of f u n cti o n v ari a nt s w o ul d b e pri oriti s e d, i n a d diti o n t o 

mi s s e n s e v ari a nt s wit h a R E V E L s c or e > 0. 7, a n d s pli ci n g v ari a nt s wit h a S pli c e AI s c or e > 0. 2. All k n o w n Cli n V ar li k el y p at h o g e ni c ( L P) a n d p at h o g e ni c ( P) v ari a nt s w o ul d b e 

r e vi e w e d i n d e p e n d e nt of z y g o sit y a n d pri oritis e d wit h a n A F < 0. 0 1. N o v el c o di n g v ari a nt s ( a b s e nt fr o m p o p ul ati o n d at a b a s e s) i n a k n o w n O MI M di s e a s e g e n e w o ul d b e e xtr a ct e d 

a n d di vi d e d b y di s e a s e m e c h a ni s m. F or d o mi n a nt g e n e s, v ari a nt s ar e filt er e d wit h a n A F of < 0. 0 0 1. R et ai n e d v ari a nt s w o ul d b e pri oriti s e d if t h e y w er e a l o s s of f u n cti o n ( L o F) 

v ari a nt i n a L O E U F c o n str ai n e d g e n e; a mi s s e n s e v ari a nt i n a mi s s e n s e c o n str ai n e d g e n e, u si n g a z -s c or e > 3 u si n g t h e st ati sti c al m et h o d d e s cri b e d b y S a m o c h a et al. 2 1 2 ; or a s pli c e 

sit e v ari a nt wit h a S pli c e AI s c or e > 0. 2. F or r e c e s si v e g e n e s, v ari a nt s ar e filt er e d wit h a n A F < 0. 0 0 5. A n y bi all eli c ( p h a s e d ) v ari a nt s ar e r et ai n e d. 
*D e n ot e s u s er -s p e cifi e d c ut off s f or L O E U F a n d z -s c or e mi s s e n s e c o n str ai nt w hi c h c a n b e t ail or e d ( or r e m o v e d) a s r e q uir e d.  
& S u g g e st u si n g Cli n V ar 2* a n d a b o v e.
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7 . 5 C o n cl u si o n  
 

T hi s c h a pt er  pr e s e nt s  a t ar g et e d s cr e e ni n g t o ol, D e N o v o L O E U F, t h at c a n b e a p pli e d at s c al e t o r a pi dl y 

i d e ntif y p ut ati v e p at h o g e ni c v ari a nt s wit h a 9 8 % p o siti v e pr e di cti v e v al u e. T h e  m et h o d c o m pl e m e nt s c urr e nt 

f a mil y-b a s e d a n al y s e s a n d c a n a d d v al u e b y i d e ntif yi n g di a g n o sti c v ari a nt s mi s s e d b y filt eri n g str at e gi e s 

t h at a d o pt pr e d efi n e d di s e a s e-t ar g et e d g e n e p a n el s. A t ot al of  3 9 p at h o g e ni c v ari a nt s w er e i d e ntifi e d t h at 

w er e mi s s e d b y t h e i niti al 1 0 0 K G P v ari a nt pri oriti s ati o n str at e g y. Wit h 5 milli o n m or e g e n o m e s b ei n g 

s e q u e n c e d o n t h e N H S, a n d m a n y ot h er i nt er n ati o n al s e q u e n ci n g st u di e s u n d er w a y, t hi s m et h o d al o n g si d e 

t h e n e w G E L i niti ati v e t o r e p ort o n E x o mi s er t o p r a n k e d v ari a nt s c a n  h el p r a pi dl y a n d eff e cti v el y i m pr o v e 

di a g n o sti c effi ci e n c y a n d u plift di a g n o sti c r at e s f or t h e b e n efit of r ar e di s e a s e p ati e nt s a n d t h eir f a mili e s .
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C h a pt e r 8  | Di a g n o si n g c ar di o m y o p at h y p h e n ot y p e s i n t h e 
1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct  

 

8 . 0 C o nt ri b uti o n st at e m e nt  
 
T h e c o n c e pt,  m et h o d s a n d a n al y s e s a p pli e d t o t hi s c h a pt er w er e c arri e d o ut b y m y s elf u n d er t h e 

s u p er vi si o n of m y s u p er vi s or y t e a m.   

8 . 1 I nt r o d u cti o n 
 
C ar di o m y o p at hi e s ( C M) ar e m y o c ar di al di s or d er s d efi n e d b y a n a b n or m al str u ct ur e a n d f u n cti o n of t h e 

h e art i n t h e a b s e n c e of c or o n ar y art er y di s e a s e or a n alt er n ati v e h a e m o d y n a mi c c a u s e. 3 3 5  T h er e ar e fi v e 

c o m m o n t y p e s of C M i n cl u di n g dil at e d c ar di o m y o p at h y ( D C M), h y p ertr o p hi c c ar di o m y o p at h y ( H C M), 

arr h yt h m o g e ni c ri g ht v e ntri c ul ar c ar di o m y o p at h y ( A R V C M), l eft v e ntri c ul ar n o n c o m p a cti o n c ar di o m y o p at h y 

( L V N C M) a n d r e stri cti v e c ar di o m y o p at h y. C o m m o nl y, t h e s e ar e c at e g ori s e d b y c ar di a c i m a gi n g, n ot a bl y 

e c h o c ar di o gr a m. All fi v e s u bt y p e s ar e a s s o ci at e d wit h m o n o g e ni c di s e a s e ( S u p pl e m e nt ar y D at a s et  S D 9 ). 

C ar di o m y o p at hi e s m a y al s o ari s e fr o m s y st e mi c di s or d er s s u c h a s h a e m o c hr o m at o si s, a m yl oi d o si s, dr u g 

t o xi cit y, a n d h y p ert e n si o n; a s p art of c o m pl e x m o n o g e ni c s y n dr o m e s s u c h a s N o o n a n s y n dr o m e; a n d a s a 

dir e ct r e s ult of n e ur o m u s c ul ar di s e a s e e. g. D u c h e n n e M u s c ul ar D y str o p h y.  

 

8 . 1. 1  H y p e rtr o p hi c c a r di o m y o p at h y ( H C M)  
 
H C M i s g e n eti c di s or d er , w hi c h i n t h e a b s e n c e of a h a e m o d y n a mi c c a u s e, i s c h ar a ct eri s e d b y l eft 

v e ntri c ul ar ( L V) h y p ertr o p h y a n d a n o n -dil at e d l eft v e ntri cl e wit h pr e s er v e d or i n cr e a s e d ej e cti o n fr a cti o n. 

C o m m o nl y, h y p ertr o p h y i s a s y m m etri c al wit h t h e b a s al i nt er v e ntri c ul ar s e pt u m m o st s e v er el y aff e ct e d wit h 

hi st ol o gi c al e vi d e n c e of m y o c yt e h y p ertr o p h y a n d i nt er stiti al fi br o si s. L eft v e ntri c ul ar di a st oli c d y sf u n cti o n i s 

oft e n o b s er v e d. F or m a n y p ati e nt s, H C M i s w ell t ol er at e d a n d m a n a g e d, h o w e v er H C M i s al s o a s s o ci at e d 

wit h s u d d e n c ar di a c d e at h i n a d ol e s c e nt s a n d y o u n g a d ult s, u s u all y t hr o u g h v e ntri c ul ar t a c h y c ar di a. 3 3 6   

 

It i s e sti m at e d t h at a di a g n o si s i s f o u n d i n 6 0 % of f a mili al c a s e s wit h H C M, b ut i n < 5 0 % of o v er all c a s e s. 3 3 7  

M o st of t h e g e n e s i m pli c at e d i n H C M ar e s ar c o m eri c , i n cl u di n g M Y H 7  a n d M Y B P C 3, w hi c h m a k e u p  > 5 0 % 
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of c a s e s. 3 3 6  V ari a nt s i n M Y H 7  ar e pr e d o mi n a ntl y mi s s e n s e, w h er e a s t h e m aj orit y i n M Y B P C 3  ar e l o s s -of -

f u n cti o n. T h e s ar c o m er e i s t h e f u n d a m e nt al m ot or u nit of t h e c ar di o m y o c yt e a n d i s c o m p o s e d of t w o 

pri n ci p al c o m p o n e nt s: t h e t hi c k fil a m e nt ( m y o si n) a n d t h e t hi n fil a m e nt ( a cti n). M u s cl e c o ntr a cti o n r e s ult s 

fr o m t h e i nt e gr ati o n b et w e e n m y o si n an d a cti n. F or H C M, m o st  p at h o g e ni c mi s s e n s e v ari a nt s ar e b eli e v e d 

t o b e  d o mi n a nt n e g ati v e, w h er e t h e m ut a nt pr ot ei n i s i n c or p or at e d i nt o t h e s ar c o m er e, b ut w h er e it s 

i nt er a cti o n wit h t h e wil d-t y p e pr ot ei n di sr u pt s n or m al s ar c o m eri c a s s e m bl y a n d f u n cti o n. 3 3 8   

 

8 . 1. 2  Dil at e d c a r di o m y o p at h y ( D C M)  
 
D C M i s d efi n e d b y a n e nl ar g e d l eft v e ntri cl e wit h v ari a bl e d e gr e e s of s y st oli c d y sf u n cti o n, w hi c h i s oft e n 

pr o gr e s si v e. D C M pr e di s p o s e s t o h e art f ail ur e a n d i s a s s o ci at e d wit h i n cr e a s e d ri s k of arr h yt h mi a. It c a n 

b e a m o n o g e ni c di s e a s e or s e c o n d ar y t o di s e a s e pr o c e s s e s s u c h a s v al v ul ar di s e a s e, i nf e cti o n, 

i nfl a m m ati o n, t o xi n s, a n d h y p ert e n si o n.3 3 9  F or f a mili al D C M, t h e di a g n o sti c r at e i s e sti m at e d t o b e 2 5 -

4 0 %. 3 4 0  S e c o n d ar y D C M i s still li k el y t o b e i nfl u e n c e d b y g e n eti c f a ct or s a u g m e nti n g di s e a s e ri s k. 3 3 5  T h e 

m aj orit y of g e n eti c D C M i s i n h erit e d a ut o s o m al d o mi n a ntl y, alt h o u g h a ut o s o m al r e c e s si v e, X -li n k e d 

r e c e s si v e a n d mit o c h o n dri al i n h erit a n c e al s o o c c ur. 3 3 5  M o n o g e ni c f or m s of D C M ar e  m o st oft e n  c a u s e d b y 

pr ot ei n tr u n c ati n g v ari a nt s i n titi n (T T N ) ( ~ 2 0-2 5 % of c a s e s) a n d L M N A  w hi c h e n c o d e s  l a mi n s A a n d C ( 5-

8 % of c a s e s). 8 3, 3 3 5, 3 4 1  Titi n i s t h e l ar g e st pr ot ei n i n t h e h u m a n b o d y a n d a n i m p ort a nt d et er mi n a nt of t h e 

el a sti c, c o ntr a ctil e a n d si g n alli n g pr o p erti e s of c ar di a c a n d s k el et al m u s cl e. T h e f u n cti o n of T T N i s h e a vil y 

i nfl u e n c e d b y t h e alt er n ati v e s pli ci n g of t h e T T N  g e n e. I n D C M it i s u n cl e ar w h et h er tr u n c at e d pr ot ei n s l e a d 

t o d o mi n a nt n e g ati v e eff e ct s or a ct vi a h a pl oi n s uffi ci e n c y.3 4 2   

 

8 . 1. 3  A r r h yt h m o g e ni c ri g ht v e ntri c ul a r c a r di o m y o p at h y ( A R V C M)  
 

A R V C M i s a di s e a s e of t h e m y o c ar di u m c a u s e d b y atr o p h y a n d c ell d e at h. It h a s a pr e v al e n c e of b et w e e n 

1: 1 0 0 0 t o 1: 5 0 0 0 a n d i s c h ar a ct eri s e d b y pr o gr e s si v e fi br of att y r e pl a c e m e nt st arti n g a n d t h e e pi c ar di u m 

a n d e xt e n di n g tr a n s m ur all y, i nt erf eri n g wit h el e ct ri c al i m p ul s e c o n d u cti o n a n d c a u si n g v e ntri c ul ar 

arr h yt h mi a s. 3 4 3  A p pr o xi m at el y 5 0 % of A R V C M i s t h o u g ht t o b e f a mili al, c a u s e d b y h et er o z y g o u s v ari a nt s 

i n g e n e s e n c o di n g d e s m o s o m al pr ot ei n s, s u c h a s P K P 2 , D S G 2, D S C 2, J U P  a n d D S P . A R V C M t e n d s t o 

pr e s e nt aft er p u b ert y, u s u all y b et w e e n t h e s e c o n d a n d f o urt h d e c a d e of lif e. 3 4 4, 3 4 5  D e s m o s o m e s ar e 
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e s s e nti al i n m ai nt ai ni n g t h e str u ct ur al i nt e grit y of t h e v e ntri c ul ar m y o c ar di u m. M ut at e d d e s m o s o m al pr ot ei n s 

ar e b eli e v e d t o r e s ult i n d et a c h m e nt of c ar di a c m y o c yt e s b y l o s s of c ell ul ar a d h e si o n s, l e a di n g t o c ell d e at h 

a n d s u b stit uti o n of fi br of att y a di p o s e ti s s u e. 3 4 6  T h e m ol e c ul ar di a g n o sti c yi el d f or A R V C M i s e sti m at e d t o 

b e 5 0 %. 3 4 0  

 

8 . 1. 4  L eft v e ntri c ul a r n o n c o m p a cti o n c a r di o m y o p at h y ( L V N C M)  
 

L V N C M i s a r ar e h et er o g e n o u s di s or d er of t h e m y o c ar di u m wit h a f ail ur e of c o m p a cti o n t h o u g ht t o b e d u e 

t o arr e st of e n d o m y o c ar di al m or p h o g e n e si s. It h a s an  i n ci d e n c e of 5: 1 0, 0 0 0. L V N C M i s c h ar a ct eri s e d b y 

pr o mi n e nt tr a b e c ul ati o n s, i ntr atr a b e c ul ar r e c e s s e s, a n d a l eft v e ntri c ul ar m y o c ar di u m wit h c o m p a ct e d a n d 

n o n -c o m p a ct e d l a y er s. 3 4 7  L V N C M s h o w s v ari a bl e e x pr e s si vit y a n d c a n pr e s e nt at a n y a g e. It c a n r a n g e 

fr o m a s y m pt o m ati c di s e a s e, d et e ct e d i n ci d e nt all y o n e c h o c ar di o gr a p h y, t o f ul mi n a nt e n d -st a g e h e art 

f ail ur e.3 4 8  P ati e nt s wit h L V N C M ar e at i n cr e a s e d ri s k of v e ntri c ul ar t a c h y arr h yt h mi a s a n d s u d d e n c ar di a c 

d e at h. S e v er al g e n e s h a v e b e e n i m pli c at e d i n L N V C M, i n cl u di n g A C T C 1, MI B 1, M Y B P C 3, M Y H 7  a n d 

T P M 1  a n d it i s e sti m at e d t h at 2 0 -3 0 % of c a s e s ar e g e n eti c i n n at ur e. 3 4 9  It i s b eli e v e d t h at g e n e s i n v ol v e d 

i n L V N C M m a y s h ar e a fi n al c o m m o n p at h w a y, h o w e v er t h e u n d erl yi n g m ol e c ul ar m e c h a ni s m s ar e 

u n k n o w n. 3 5 0  T h e di a g n o sti c yi el d fr o m g e n eti c t e sti n g i n L V N C v ari e s fr o m 9 -4 1 % d e p e n d e nt o n p ati e nt 

s el e cti o n a n d g e n e s a s s e s s e d. 3 5 1   

 

8 . 1. 5  1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct  
 
T h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct ( 1 0 0 K G P ) w a s a g o v er n m e nt f u n d e d s c h e m e i n t h e U K, r u n b y G e n o mi c s 

E n gl a n d ( G E L) off eri n g g e n o m e s e q u e n ci n g t o ~ 1 0 0, 0 0 0 p ati e nt s a n d t h eir f a mili e s wit h r ar e di s e a s e s , 

c a n c er s , a n d i nf e cti o u s di s e a s e s. T h e di a g n o sti c w or kfl o w f or t h e 1 0 0 K G P i s d e s cri b e d el s e w h er e i n Fi g ur e 

2. 1, M et h o d s 2. 2. 1. 4 . T h e 1 0 0 K G P pr o vi d e s a d at a b a s e of  ri c h g e n ot y p e a n d p h e n ot y p e d at a ; f or C M s , 

t hi s off er s t h e p ot e nti al f or di a g n o sti c di s c o v er y w h er e  c o n v e nti o n al cli ni c al t e sti n g h a s b e e n u n s u c c e s sf ul 

i n d et er mi ni n g a m ol e c ul ar c a u s e .  
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I n cl u si o n crit eri a f or C M s i n t h e 1 0 0 K G P w a s i niti all y stri ct, r e q uiri n g pri or t e sti n g of s p e cifi c g e n e s ( s e e 

htt p s://fil e s. g e n o mi c s e n gl a n d. c o. u k/f or m s/ R ar e -Di s e a s e -Eli gi bilit y -Crit eri a. p df ). I n a d diti o n, for p a e di atri c 

c a s e s, at l e a st a n ot h er f a mil y m e m b er h a d t o b e aff e ct e d.  

 

T hi s c h a pt er ai m s  t o a s s e s s t h e di a g n o sti c effi c a c y of c ar di o m y o p at hi e s  i n t h e 1 0 0 K G P, w hi c h r e pr e s e nt 

h erit a bl e a n d n o n -n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e s . T h e c h a pt er  s p e cifi c all y e x pl or e s t h e di a g n o sti c r at e 

a c hi e v e d  b y 1 0 0 K G P  f or aff e ct e d p arti ci p a nt s a n d t h eir r el ati v e s r e cr uit e d u n d er diff er e nt s u bt y p e s of 

c ar di o m y o p at h y . F urt h er, t hi s c h a pt er e x pl or e s  w h et h er a p pli c ati o n of a c ar di o m y o p at h y ‘ s u p er p a n el’ , 

i n cl u si v e of all g e n e s r el at e d t o c ar di o m y o p at hi e s i n P a n el A p p c a n a c hi e v e a di a g n o sti c u plift a n d i d e ntif y  

mi s s e d di a g n o s e s . Pr e di ct e d l o s s -of -f u n cti o n v ari a nt s i n g e n e s wit h o ut a k n o w n di s e a s e-g e n e r el ati o n s hi p 

ar e al s o e x pl or e d f or p ati e nt s wit h c ar di o m y o p at h y p h e n ot y p e s. P at h o g e ni c v ari a nt s i n c ar di o m y o p at h y 

g e n e s t h at w er e r et ur n e d t o p ati e nt s wit h o ut  a c ar di o m y o p at h y p h e n ot y p e ar e al s o di s c u s s e d.  

 
8 . 2 M et h o d s  
 

8 . 2. 1  D at a a c c e s s  
 
A c c e s s t o t h e G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h E n vir o n m e nt ( R E) a n d hi g h -p erf or m a n c e cl u st er w a s o bt ai n e d 

t hr o u g h m e m b er s hi p of a G e n o mi c s E n gl a n d Cli ni c al I nt er pr et ati o n P art n er s hi p: Q u a ntit ati v e m et h o d s, 

m a c hi n e l e ar ni n g, a n d f u n cti o n al g e n o mi c s . T hi s pr o vi d e d a c c e s s t o w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g a n d 

p h e n ot y p e d at a f or 9 0, 2 5 9 i n di vi d u al s (r el e a s e v er si o n 1 4, J a n u ar y 2 0 2 2) s e q u e n c e d a s p art of t h e 1 0 0, 0 0 0 

G e n o m e s Pr oj e ct.  V ari a nt s r et ur n e d t o p ati e nt s b y t h e 1 0 0 K G P ar e a v ail a bl e i n t h e ‘ g m c e xit q u e sti o n n air e’ 

L a b k e y  t a bl e i n t h e R E. 

 

A c c e s s t o t h e 1 0 0 K G P d at a s et i s r e stri ct e d a n d o nl y a v ail a bl e a s a r e gi st er e d G e CI P m e m b er i n t h e 

G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h E n vir o n m e nt. All d at a s h ar e d i n t hi s c h a pt er w er e a p pr o v e d f or e x p ort b y 

G e n o mi c s E n gl a n d. T h e d at a s et s a n d c o d e s u p p orti n g t h e c urr e nt st u d y, u n a v ail a bl e f or e x p ort, ar e f ull y 

a c c e s si bl e wit hi n t h e G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h E n vir o n m e nt i n t h e s h ar e d dir e ct or y: 

r e _ g e ci p/ m a c hi n e _l e ar ni n g/ Elli e _ S e a b y/. 

 

https://files.genomicsengland.co.uk/forms/Rare-Disease-Eligibility-Criteria.pdf
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8 . 2. 2  I d e ntif yi n g p ati e nt s wit h c a r di o m y o p at hi e s 
 

P h e n ot y p e d at a i n t h e R E ar e st or e d a s h u m a n p h e n ot y p e o nt ol o g y ( H P O) 1 6 7  t er m s s u b mitt e d b y t h e 

r ef erri n g cli ni ci a n a n d st or e d i n m y s ql d at a b a s e s wit hi n a L a b K e y d at a m a n a g e m e nt s y st e m. P arti ci p a nt s 

( pr o b a n d s or r el ati v e s) w er e d efi n e d a s h a vi n g a C M p h e n ot y p e if t h e t er m  “ c ar di o m y o p at h y” w a s c o nt ai n e d 

wit hi n t h e fr e e t e xt of a n y o n e of t h eir H P O t er m s  e. g. dil at e d c ar di o m y o p at h y  or h y p ertr o p hi c 

c ar di o m y o p at h y  et c. E a c h p arti ci p a nt  w a s t h e n s u b c at e g ori s e d b y c ar di o m y o p at h y s u bt y p e b a s e d o n t h eir 

‘ n or m ali s e d s p e cifi c di s e a s e’. T hi s i s a hi g h-l e v el c at e g or y t h at p arti ci p a nt s  wit hi n G E L w er e r e cr uit e d u n d er  

a n d  pr o vi d e d t h e b a si s f or t h eir g e n e p a n el s el e cti o n  b y G e n o mi c E n gl a n d . N or m ali s e d s p e cifi c di s e a s e 

c at e g ori e s p ert ai ni n g t o c ar di o m y o p at hi e s i n cl u d e d: A R V C M, D C M, H C M, a n d L V N C M. H o w e v er, s o m e 

p ati e nt s wit h a C M p h e n ot y p e w er e r e cr uit e d u n d er a n o n -C M n or m ali s e d s p e cifi c di s e a s e  c at e g or y . T h e s e 

c a s e s w er e m a n u all y r e vi e w e d a n d gr o u p e d  a s eit h er  ‘s y n dr o mi c C M ’, ‘ Arr h yt h mi a’ or ‘O t h er’. ‘S y n dr o mi c 

C M ’ w a s d efi n e d a s a  s y n dr o m e or r ar e di s e a s e  w h er e b y c ar di o m y o p at h y i s a k n o w n a s s o ci at e d f e at ur e , 

e. g. N o o n a n s y n dr o m e or D u c h e n n e M u s c ul ar D y str o p h y. ‘A rr h yt h mi a’ w a s d efi n e d  b y a n y k n o w n arr yt h mi a 

e. g. L o n g Q T s y n dr o m e, Br u g a d a et c. Fi n all y, ‘ O t h er’ w a s d efi n e d a s p arti ci p a nt s r e cr uit e d wit h s p e cifi c 

di s or d er s o st e n si bl y u nr el at e d t o C M s,  s u c h a s c hr o ni c ki d n e y di s e a s e, h e ari n g l o s s, t h or a ci c a orti c 

a n e ur y s m di s e a s e et c ( Fi g ur e 8 .1 ).
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F I G U R E 8 .1  | M E T H O D O L O GI C A L W O R K F L O W  

 

9 0, 2 5 9 w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g ( W G S) s a m pl e s a n d t h eir a s s o ci at e d p h e n ot y p e d at a w er e a c c e s s e d i n t h e G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h E n vir o n m e nt. 1 4 1 2 p arti ci p a nt s w er e 

i d e ntifi e d a s h a vi n g “ c ar di o m y o p at h y” c o nt ai n e d wit hi n t h e fr e e t e xt of t h eir H P O t er m s; t h es e p arti ci p a nt s w er e r e cr uit e d u n d er a r a n g e of n or m ali s e d s p e cifi c di s e a s e s i. e. 

r e cr uit m e nt c at e g ori e s. Of t h e s e, 1 7 0 h a d a m ol e c ul ar di a g n o si s r et ur n e d b y t h e 1 0 0 K G P. G e n ot y p e s w er e a s s e s s e d a n d d at a w er e c oll e ct e d o n g e n e s i n v ol v e d . 1 2 4 2 p arti ci p a nt s 

w it h a C M p h e n ot y p e h a d a n e g ati v e r e p ort r et ur n e d t hr o u g h 1 0 0 K G P. F or t h e s e, a C M s u p er g e n e p a n el ( a s d efi n e d i n 8 . 2. 3) w a s  a p pli e d  f oll o w e d b y a p pli c ati o n of t w o diff er e nt 

filt eri n g str at e gi e s: 1) a n y d e n o v o c o di n g v ari a nt wit h a n all el e fr e q u e n c y ( A F) i n g n o m A D v 2. 1. 1 < 0. 0 0 1; a n d 2) a n y pr e di cte d l o s s -of -f u n cti o n ( p L o F) v ari a nt wit h a n all el e 

fr e q u e n c y i n g n o m A D < 0. 0 0 1. T h e s e g e n ot y p e s w er e m a n u all y i nt err o g at e d f or mi s s e d di a g n o s e s, c o n si d eri n g all el e fr e q u e n c y, s e gr e g ati o n d at a, i n sili c o m e tri c s a n d s uit a bilit y of 

g e n e i n v ol v e d.  S e p ar at e t o a p pli c ati o n of a C M -g e n e p a n el, 1 2 4 2 u n di a g n o s e d c a s e s w er e filt er e d  f or n o v el g e n e s ( n ot y et a s s o ci at e d wit h di s e a se i. e. a b s e nt fr o m O MI M) . V ari a nt s 

w er e r et ai n e d if d e n o v o, c o di n g a n d wit h A F < 0. 0 0 1 i n g n o m A D , or t h e v ari a nt w a s p L o F wit h a n A F < 0. 0 0 1 i n g n o m A D. F or t h e 8 8, 8 4 7 p arti ci p a nt s wit h o ut a C M p h e n ot y p e, a C M 

s u p er p a n el w a s a p pli e d a n d v ari a nt s w er e a s s e s s e d a g ai n st A C M G crit eri a f or C M di a g n o s e s.
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8 . 2. 3  I d e ntif yi n g di a g n o s e d i n di vi d u al s wit h c a r di o m y o p at hi e s 
 

T o i d e ntif y di a g n o s e d i n di vi d u al s wit h C M s, all p arti ci p a nt s wit h a C M p h e n ot y p e h a d t h eir g m c e xit 

q u e sti o n n air e a s s e s s e d f or r e p ort e d ‘li k el y p at h o g e ni c’ or ‘ p at h o g e ni c’ v ari a nt s (i n a n y g e n e). S u m m ar y 

st ati sti c s w er e c oll e ct e d o n t h e g e n e s i n v ol v e d f or e a c h  s u bt y p e of C M i n a d diti o n t o t h e di a g n o sti c r at e s. 

T hi s w a s f oll o w e d b y a s s e s s m e nt of p arti ci p a nt s  wit h o ut  a c ar di o m y o p at h y p h e n ot y p e  t h at h a d a 

p at h o g e ni c v ari a nt r et u n e d b y 1 0 0 K G P  b ut  i n a c ar di o m y o p at h y s u p er p a n el, c o m pri si n g a p er mi s si v e li st 

of C M -r el at e d g e n e s (T a bl e 8. 1  a n d S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 9 ). T h e c ar di o m y o p at h y s u p er p a n el 

i n cl u d e d a n y ‘ gr e e n’ g e n e fr o m t h e f oll o wi n g P a n el A p p1 1 8  g e n e p a n el s: Arr h yt h m o g e ni c c ar di o m y o p at h y, 

C ar di o m y o p at hi e s - i n cl u di n g c hil d h o o d o n s et, Dil at e d c ar di o m y o p at h y - a d ult a n d t e e n, Dil at e d 

C ar di o m y o p at h y a n d c o n d u cti o n d ef e ct s, H y p ertr o p hi c c ar di o m y o p at h y - t e e n a n d a d ult, L eft V e ntri c ul ar 

N o n c o m p a cti o n C ar di o m y o p at h y . T h e o v erl a p b et w e e n t h e P a n el A p p g e n e p a n el s i s s h o w n i n Fi g ur e 8. 2 .
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F I G U R E 8 .2  |  C A R DI O M Y O P A T H Y S U P E R P A N E L - O V E R L A P B E T W E E N P A N E L A P P G E N E S E T S  

 
 
S c h e m ati c r e pr e s e nt ati o n of t h e o v erl a p b et w e e n P a n el A p p g e n e p a n el s c o nt ai ni n g c ar di o m y o p at h y r el at e d g e n e s. T h e C M s u p er p a n el c o m pri s e s all si x 
P a n el A p p c ar di o m y o p at h y g e n e p a n el s.  N o d e si z e c orr e s p o n d s wit h si z e of p a n el. E d g e w ei g ht c orr e s p o n d s wit h g e n e o v erl a p b et w e e n p a n el s.   
A b br e vi ati o n s: C M –  c ar di o m y o p at hi e s; D C M –  dil at e d c ar di o m y o p at hi e s; H C M –  h y p ertr o p hi c c ar di o m y o p at hi e s; L V N C M –  l eft v e ntri c ul ar n o n-c o m p a cti o n 
c ar di o m y o p at hi e s.

Arr h yt h m o g e ni c C M

C hil d h o o d o n s et C M

D C M − a d ult & t e e n

H C M − t e e n & a d ult

L V N C M
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T A B L E 8 .1  | C A R DI O M Y O P A T H Y S U P E R P A N E L –  C O L L A TI O N O F P A N E L A P P G E N E P A N E L S C O N T AI NI N G C A R DI O M Y O P A T H Y 

R E L A T E D G E N E S  

P A N E L A P P  G E N E S  

A R R H Y T H M O G E NI C C A R DI O M Y O P A T H Y  D E S, A N K 2, C A VI N 4, C D H 2, C T N N A 3, D S C 2, D S G 2, D S P, F L N C, J U P, L D B 3, 

L M N A, P K P 2, P L N, R B M 2 0, R Y R 2, S C N 5 A, T G F B 3, T M E M 4 3, T T N  

C A R DI O M Y O P A T HI E S - I N C L U DI N G C HI L D H O O D O N S E T A A R S 2, A B C C 9, A C A D 9, A C A D V L, A C T A 1, A C T C 1, A C T N 2, A G K, A G L, 

A L M S 1, A L P K 3, A N K 2, A N K R D 1, A P O P T 1, A R S B, A T P 5 D, A T P A F 2, B 3 G A T 3, 

B A G 3, B C S 1 L, B R A F, B T K, C A C N A 1 C, C B L, C D H 2, C O A 5, C O A 6, C O A 7, 

C O X 1 0, C O X 1 4, C O X 1 5, C O X 2 0, C O X 6 A 1, C O X 6 B 1, C O X 7 B, C P S 1, C P T 2, 

C R Y A B, C S R P 3, C T F 1, C Y C 1, D E S, D H C R 7, D M D, D N A J C 1 9, D O L K , D S C 2, 

D S G 2, D S P, D T N A, E M D, E P G 5, E T F A, E T F B, E T F D H, E Y A 4, F A H, 

F A S T K D 2, F H L 1, F H O D 3, F K R P, F K T N, F LII, F L N C, F NI P 1, F O X R E D 1, G A A, 

G A L N S, G A T A 6, G B E 1, G L A, G L B 1, G L R A 1, G N S, G S N, G U S B, H A D H A, 

H A D H B, H C N 4, H F E, H G S N A T, H R A S, I D H 2, I D S, I D U A, I L K, J P H 2, J U P, 

KI F 2 0 A, K R A S, L A M A 4, L A M P 2, L D B 3, L M N A, L R P P R C, L Y R M 7, L Z T R 1, 

M A P 2 K 1, M A P 2 K 2, M C M 1 0, MI B 1, M L Y C D, M M A C H C, M R A S, M R P L 4 4, M T -

TI, M U T, M Y B P C 3, M Y H 6, M Y H 7, M Y L 2, M Y L 3, M Y L K 3, M Y P N, N A A 1 5, 

N A G L U, N D U F A 1, N D U F A 1 0, N D U F A 1 1, N D U F A 2, N D U F A 4, N D U F A 6, 

N D U F A 9, N D U F A F 1, N D U F A F 2, N D U F A F 3, N D U F A F 4, N D U F A F 5, N D U F A F 6, 

N D U F A F 8, N D U F B 1 1, N D U F B 3, N D U F B 8, N D U F S 1, N D U F S 2, N D U F S 3, 

N D U F S 4, N D U F S 6, N D U F S 7, N D U F S 8, N D U F V 1, N D U F V 2, N E B L, N E X N, 

N F 1, N K X 2 -5, N O N O, N R A P, N R A S, N U B P L, P C C A, P C C B, P D LI M 3, P E T 1 0 0, 

P K P 2, P L D 1, P L N, P N P L A 2, P P A 2, P P C S, P P P 1 C B, P P P 1 R 1 3 L, P R K A G 2, 

P T P N 1 1, R A F 1, R A S A 2, R B M 2 0, R H B D F 1, RI T 1, R N F 2 2 0, R P L 3 L, R Y R 2, 

S C N 5 A, S C O 1, S C O 2, S D H A, S D H A F 1, S D H D, S G C D, S G S H, S H M T 2, 

S H O C 2, S L C 2 2 A 5, S L C 2 5 A 2 0, S L C 2 5 A 4, S L C 3 0 A 5, S O S 1, S O S 2, S P E G, 

S P R E D 1, S P R E D 2, S U R F 1, T A B 2, T A C O 1, T A Z, T C A P, T G F B 3, T M E M 1 2 6 B, 

T M E M 4 3, T M E M 7 0, T M P O, T N N C 1, T N NI 3, T N NI 3 K, T N N T 2, T O R 1 AI P 1, 

T P M 1, T S F M, T T C 1 9, T T N, T T R, U Q C C 2, U Q C R B, V C L, N A  

DI L A T E D C A R DI O M Y O P A T H Y - A D U L T A N D T E E N  A B C C 9, A C T C 1, A C T N 2, A N K 2, A N K R D 1, B A G 3, C D H 2, C R Y A B, C S R P 3, 

D E S, D M D, D O L K, D S C 2, D S G 2, D S P, E M D, E Y A 4, F H O D 3, F K R P, F K T N, 

F LII, F L N C, G A T A 6, G A T A D 1, J U P, L A M P 2, L D B 3, L M N A, M Y B P C 3, M Y H 6, 

M Y H 7, M Y L K 3, M Y P N, N E X N, N K X 2 -5, N R A P, P K P 2, P L N, P R D M 1 6, R B M 2 0, 

R H B D F 1, R P L 3 L, R Y R 2, S C N 5 A, S G C D, S L C 6 A 6, S P E G, T B X 2 0, T B X 5, 

T C A P, T M E M 4 3, T N N C 1, T N NI 3, T N NI 3 K, T N N T 2, T P M 1, T T N, V C L  

DI L A T E D C A R DI O M Y O P A T H Y A N D C O N D U C TI O N D E F E C T S  A B C C 9, A C T A 1, A C T C 1, A C T N 2, A L M S 1, A N K R D 1, B A G 3, C A VI N 4, C R Y A B, 

C S R P 3, C T F 1, D E S, D M D, D M P K, D N A J C 1 9, D O L K, D S C 2, D S G 2, D S P, 

E M D, E P G 5, E Y A 4, F H L 1, F H L 2, F K T N, F L N C, G A T A D 1, G L A, H A M P, H F E, 

H F E 2, I D H 2, I L K, J U P, L A M A 4, L A M P 2, L D B 3, L M N A, M P O, M Y B P C 3, M Y H 6,  

M Y H 7, M Y L 2, M Y L 3, M Y P N, N E B L, N E X N, N K X 2 -5, N P P A, P D LI M 3, P K P 2, 

P L N, P P P 1 R 1 3 L, P R D M 1 6, P R K A G 2, P S E N 1, P S E N 2, R A B 3 G A P 2, R A F 1, 

R B M 2 0, R Y R 2, S C N 1 B, S C N 5 A, S D H A, S G C B, S G C D, S L C 4 0 A 1, S P E G, 

S Y N E 1, S Y N E 2, T A Z, T B X 2 0, T C A P, T F R 2, T M E M 4 3, T M P O, T N N C 1, T N NI 3, 

T N N T 2, T P M 1, T T N, T T R, T X N R D 2, V C L, X K  

H Y P E R T R O P HI C C A R DI O M Y O P A T H Y - T E E N A N D A D U L T  A C A D V L, A C T A 1, A C T C 1, A C T N 2, A G L, A L P K 3, A N K R D 1, A T A D 3 A, A T P 5 E, 

B R A F, C A C N A 1 C, C A L R 3, C A S Q 2, C A V 3, C O A 5, C R Y A B, C S R P 3, D E S, 

F H L 1, F H O D 3, F L N C, F O X R E D 1, F X N, G A A, G L A, G L B 1, G U S B, G Y G 1, 

H R A S, J P H 2, K C N Q 1, K L F 1 0, L A M P 2, L D B 3, L M N A, L Z T R 1, M A P 2 K 1, 

M A P 2 K 2, M R P L 3, M T -TI, M T -T L 1, M Y B P C 3, M Y H 6, M Y H 7, M Y L 2, M Y L 3, 

M Y L K 2, M Y O 6, M Y O M 1, M Y O Z 2, M Y P N, N E X N, N R A S, P D LI M 3, P L N, 

P R K A G 2, P T P N 1 1, R A F 1, S C O 2, S H O C 2, S L C 2 5 A 3, S L C 2 5 A 4, S O S 1, T C A P, 

T M E M 7 0, T N N C 1, T N NI 3, T N N T 2, T P M 1, T RI M 6 3, T S F M, T T N, T T R, V C L  

L E F T V E N T RI C U L A R N O N C O M P A C TI O N C A R DI O M Y O P A T H Y  A C T C 1, C A S Q 2, D N A J C 1 9, D T N A, L D B 3, L M N A, MI B 1, M Y B P C 3, M Y H 7, 

M Y P N, P R D M 1 6, S D H A, T A Z, T N NI 3, T N N T 2, T P M 1  
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8 . 2. 4  I d e ntif yi n g p ot e nti al mi s s e d di a g n o s e s 
 
T o i d e ntif y p ot e nti al mi s s e d di a g n o s e s, a C M s u p er p a n el (T a bl e 8. 1 ) w a s a p pli e d t o p arti ci p a nt s  wit h a 

c ar di o m y o p at h y p h e n ot y p e t h at di d n ot h a v e a di a g n o si s r et ur n e d b y G E L . F oll o wi n g a p pli c ati o n of t h e 

s u p er p a n el, v ari a nt s w er e filt er e d  f or d e n o v o  c o di n g v ari a nt s wit h a  m a xi m u m all el e fr e q u e n c y ( A F) of 

0. 0 0 1 i n g n o m A D v. 2. 1. 1 .3 5 2  T h e  d e n o v o  filt er w a s t h e n r e m o v e d, a n d a n e w filt er w a s a p pli e d, s el e cti n g 

all r ar e ( A F < 0. 0 0 1), pr e di ct e d l o s s of f u n cti o n ( p L o F) v ari a nt s ( e s s e nti al s pli c e sit e, st o p g ai n e d, fr a m e s hift) 

i n t h e s u p er p a n el. V ari a nt s p a s si n g filtr ati o n w er e a s s e s s e d  al o n g si d e t h e p ati e nt’ s H P O t er m s a n d f a mil y 

str u ct ur e s t o i d e ntif y p ot e nti al mi s s e d di a g n o s e s.  F or p ati e nt s wit h hi g h pri orit y v ari a nt s t h at m a y r e pr e s e nt 

di a g n o s e s, a ‘ Cli ni ci a n C o nt a ct R e q u e st F or m’ w a s s u b mitt e d t hr o u g h t h e G E L R e s e ar c h E n vir o n m e nt t o 

e n a bl e dir e ct c o nt a ct  wit h t h e p ati e nt’ s c li ni ci a n. P ot e nti al di a g n o sti c v ari a nt s i d e ntifi e d b y u s er s of t h e R E 

c a n b e r et ur n e d t o G E L t hr o u g h t h e Di a g n o sti c Di s c o v er y P at h w a y. All v ari a nt s  of i nt er e st w er e s u b mitt e d 

t o t hi s p at h w a y a n d cr o s s -c h e c k e d a g ai n st t h e ‘ Di a g n o sti c Di s c o v er y’ L a b K e y t a bl e , w hi c h h ol d s a r e c or d 

of v ari a nt s di s c u s s e d at t h e Di a g n o sti c Di s c o v er y C o m mitt e e m e eti n g s .  

 

8 . 2. 5  I d e ntif yi n g p ot e nti al n o v el g e n e s 
 

T o i d e ntif y a n y p ot e nti al n o v el g e n e c a n di d at e s  f or p ati e nt s wit h a C M p h e n ot y p e, r ar e ( A F < 0. 0 0 1), d e 

n o v o  p L o F v ari a nt s i n n o v el g e n e s i. e. n ot li st e d a s h a vi n g a di s e a s e g e n e r el ati o n s hi p i n O MI M w er e 

s cr uti ni s e d  b y l o o ki n g at g e n e c o n str ai nt ( e. g. L O E U F i n g n o m A D), ti s s u e e x pr e s si o n i n G T E x, a n d s u bj e ct 

t o a wi d er lit er at ur e r e vi e w.   

 

8 . 3 R e s ult s  
 
Of a t ot al of 9 0, 2 5 9 p arti ci p a nt s  i n t h e 1 0 0 K G P, 1 4 1 2 ( 1. 6 %) h a d a c ar di o m y o p at h y-r el at e d p h e n ot y p e. Of 

t h e s e p arti ci p a nt s , t h er e w a s a m e di a n of 3. 5 H P O t er m s r e c or d e d p er i n di vi d u al. T h e m aj orit y ( 1 0 5 2/ 1 4 1 2 

[ 7 4. 5 %]) of p arti ci p a nt s w er e pr o b a n d -o nl y, 2 5 2/ 1 4 1 2 ( 1 7. 8 %) w er e d u o s, 8 7/ 1 4 1 2 ( 6. 1 %) w er e tri o s, a n d 

2 1/ 1 4 1 2 ( 1. 5 %) w er e m or e c o m pl e x f a mil y str u ct ur e s.  M a n y m or e c hil dr e n w er e e nr oll e d a s tri o s, 4 8 % v s 

5 % of a d ult s. Si xt y -ni n e p er c e nt of a d ult s w er e pr o b a n d -o nl y.  
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Fift y p er c e nt of t h e c ar di o m y o p at h y p ati e nt s w er e r e cr uit e d u n d er  H C M f oll o w e d b y 3 0. 5 % u n d er D C M, 

7. 2 % u n d er  A R V C M, 3. 9 % u n d er  L V N C M, 4. 7 % u n d er  s y n dr o mi c C M a n d 3. 1 % u n d er ot h er ( T a bl e 8 .2 ).
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T A B L E 8 .2  | S U M M A R Y O F P A TI E N T S WI T H A C A R DI O M Y O P A T H Y P H E N O T Y P E A N D T H EI R DI A G N O S E S  

  
P A TI E N T S WI T H C A R DI O M Y O P A T H Y P H E N O T Y P E ( n = 1 4 1 2) 

 

  D C M  H C M  A R V C M  L V N C M  S y n dr o mi c C M  A r r yt h mi a s  Ot h e r   

 

N o. of pt s  (% of 
t ot al) 

4 3 1  ( 3 0. 5 %) 
7 1 2  

(5 0. 4 % ) 
1 0 2  (7. 2 % ) 5 5  (3. 9 % ) 6 7  (4. 7 % ) 9  (0. 6 % ) 3 6  (2. 5 % ) 

 

 

N o. pt s di a g n o s e d  
(% of t ot al 
di a g n o s e d ) 

5 7  (1 3. 2 % ) 
7 6  

(1 0. 7 % ) 
3  (2. 9 % ) 6  (1 0. 9 % ) 1 9  (2 8. 3 % ) 4  (4 4. 4 % ) 5  (1 3. 9 % ) 

I n C M 
s u p e r 
p a n el ?  

 M Y B P C 3  0  3 4  0  0  1  0  1  C M g e n e  

G
E

N
E

S
 

S M A D 3  0  0  0  0  0  0  1  N o  

L D L R  0  2  0  0  0  0  1  N o  

M Y H 7  3  2 1  0  2  2  1  1  C M g e n e  

P K D 2  0  0  0  0  0  0  1  N o  

K C N H 2  0  0  0  0  0  1  0  N o  

S C N 5 A  0  0  0  0  0  1  0  C M g e n e  

S C N 6 A  0  0  0  0  0  1  0  N o  

T T N  2 7  2  0  0  2  0  0  C M g e n e  

L Z T R 1  0  1  0  0  2  0  0  C M g e n e  

D S P  7  0  0  0  1  0  0  C M g e n e  

F L N C  4  0  0  0  1  0  0  C M g e n e  

A L M S 1  0  0  0  0  1  0  0  C M g e n e  

C O L 1 A 2  0  0  0  0  1  0  0  N o  

F K R P  0  0  0  0  1  0  0  C M g e n e  

M F N 2  0  0  0  0  1  0  0  N o  

N D U F A 4  0  0  0  0  1  0  0  C M g e n e  

N O N O  0  0  0  0  1  0  0  C M g e n e  

P O U 3 F 3  0  0  0  0  1  0  0  N o  

S G C G  0  0  0  0  1  0  0  N o  

S L C 2 0 A 2  0  0  0  0  1  0  0  N o  

T A Z  0  0  0  0  1  0  0  C M g e n e  

N K X 2 -5  0  0  0  2  0  0  0  C M g e n e  

T N N T 2  1  1  0  1  0  0  0  C M g e n e  

A C T N 2  0  0  0  1  0  0  0  C M g e n e  

P K P 2  0  1  1  0  0  0  0  C M g e n e  

D S G 2  0  0  1  0  0  0  0  C M g e n e  

P L N  0  0  1  0  0  0  0  C M g e n e  

T N N T 1  0  4  0  0  0  0  0  N o  

M Y L 2  0  2  0  0  0  0  0  C M g e n e  

T P M 1  0  2  0  0  0  0  0  C M g e n e  

D E S  0  1  0  0  0  0  0  C M g e n e  

P R K A G 2  0  1  0  0  0  0  0  C M g e n e  

P T P N 1 1  0  1  0  0  0  0  0  C M g e n e  

R A F 1  0  1  0  0  0  0  0  C M g e n e  

T N N C 1  0  1  0  0  0  0  0  C M g e n e  

T N NI 3  0  1  0  0  0  0  0  C M g e n e  

B A G 3  5  0  0  0  0  0  0  C M g e n e  

R B M 2 0  5  0  0  0  0  0  0  C M g e n e  

L M N A  3  0  0  0  0  0  0  C M g e n e  

P L D 1  1  0  0  0  0  0  0  C M g e n e  

P P P 1 R 1 3 L  1  0  0  0  0  0  0  C M g e n e  

T ot al c o u nt  5 7  7 6  3  6  1 9  4  5   

 

T a bl e s h o wi n g a s u m m ar y of 1 4 1 2 p arti ci p a nt s wit h a c ar di o m y o p at h y p h e n ot y p e, s plit b y c ar di o m y o p at h y s u bt y p e, a n d t h e n u m b er  of 

c a s e s ( a n d p er c e nt a g e) w h er e a di a g n o si s w a s m a d e. F or e a c h c a s e wit h a di a g n o si s , t h e g e n e i m pli c at e d w a s r e c or d e d a n d c o u nt e d 

f or e a c h c ar di o m y o p at h y s u bt y p e. T h e fi n al c ol u m n d e s cri b e s w h et h er a di a g n o sti c g e n e w a s  i n t h e C M s u p er p a n el. T h e r o w s “N o.  of 

pt s ”, a n d “N o. of pt s di a g n o s e d ” ar e c ol o ur e d a s a h e at m a p , w h er e b y hi g h v al u e s ar e r e d a n d l o w er v al u e s ar e gr e e n. F or e x a m pl e, f or 

t h e n o.  of p ati e nt s, 7 1 2 ( 5 0. 4 % ) w er e H C M (i n r e d) w hi c h r e pr e s e nt e d t h e hi g h e st c o u nt f or e a c h C M s u bt y p e. F or t h e c ol u m n s “ D C M” 

t o “ ot h er”, t h e c ol u m n s ( a cr o s s all g e n e n a m e s) ar e al s o c ol o ur e d a s a h e at m a p, wit h hi g h v al u e s b ei n g r e d a n d l o w v al u e s gr e e n. F or 

e x a m pl e, f or D C M, t h e m o st di a g n o s e d  g e n e w a s T T N (r e d, n = 2 7).  
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8 . 3. 1  Di a g n o sti c r at e  
 

Of 1 4 1 2 p a rti ci p a nt s wit h a c ar di o m y o p at h y p h e n ot y p e, 1 7 0/ 1 4 1 2 ( 1 2 %) h a d a c o nfir m e d di a g n o si s i n a 

t ot al of 4 2 u ni q u e g e n e s. Si xt e e n  di a g n o s e s i n 1 1 of t h e s e g e n e s w er e n ot i n t h e C M  s u p er p a n el  a s d efi n e d 

b y P a n el A p p  (T a bl e 8. 1 ). T h e di a g n o sti c yi el d f or D C M w a s 1 3. 2 %, 1 0. 7 % f or H C M, 1 0. 9 % f or L V N C M, 

2. 9 % f or A R V C M, 2 8. 3 % f or s y n dr o mi c C M, 1 3. 9 % f or ot h er, a n d 4 4. 4 % f or p arti ci p a nt s wit h a n arr h yt h mi a, 

alt h o u g h t hi s gr o u p w a s s m all ( T a bl e 8 .2 ). 

 

T T N w a s t h e m o st c o m m o n g e n e aff e ct e d i n D C M ( 2 7/ 5 7 [ 4 7 %] of di a g n o s e d c a s e s), f oll o w e d b y D S P  

( 7/ 5 7 [ 1 2. 3 %]), B A G 3  ( 5/ 5 7 [ 8. 8 %]), a n d R B M 2 0  ( 5/ 5 7 [ 8. 8 %]) (T a bl e 8 .2 ). M Y B P C 3  w a s t h e m o st c o m m o n 

di a g n o s e d g e n e f or H C M ( 3 7/ 7 6 [ 4 8. 7 %]), f oll o w e d b y M Y H 7  ( 2 1/ 7 6 [ 2 7. 6 %]). V ari a nt s i n P K P 2, D S G 2  a n d 

P L N  w er e m ol e c ul ar di a g n o s e s f or 3 p arti ci p a nt s  wit h A R V C M. F o ur g e n e s w er e m ut at e d i n 6 p arti ci p a nt s  

di a g n o s e d wit h L V N C M, M Y H 7  ( 2/ 6 [ 3 3. 3 %]), N K X 2 -5  ( 2/ 6 [ 3 3. 3 %]), T N N T 2  ( 1/ 6 [ 1 6. 7 %]), A C T N 2  ( 1/ 6 

[ 1 6. 7 %]). I n t h e s y n dro mi c C M c a s e s, fi v e di a g n o s e s w er e n ot o n t h e C M s u p er p a n el (D S C 2, M F N 2, 

P O U 3 F 3, S G C G, S L C 2 0 A 2 ), o st e n si bl y u nr el at e d t o C M, m e a ni n g t h at t h e a eti ol o g y of t h e C M r e m ai n s 

u nr e s ol v e d . T w o p arti ci p a nt s  wit h s y n dr o mi c C M h a d m ol e c ul ar di a g n o s e s i n D S P  a n d M Y B P C 3, g e n e s 

t h at c a u s e i s ol at e d c ar di o m y o p at h y, s u g g e sti n g t h eir C M w a s c a u s e d b y a v ari a nt i n a g e n e e ntir el y 

u nr el at e d t o t h eir pri m ar y s y n dr o m e. I n t h e ‘ot h er ’ c at e g or y, o n e p arti ci p a nt wit h p ol y c y sti c ki d n e y di s e a s e 

h a d a v ari a nt i n M Y H 7  a n d o n e p arti ci p a nt  wit h t h or a ci c a orti c a n e ur y s m di s e a s e h a d a v ari a nt i n M Y C P C 3 ; 

b ot h g e n e s ar e k n o w n t o c a u s e i s ol at e d c ar di o m y o p at hi e s . T hr e e p arti ci p a nt s  wit h arr yt h mi a s h a d v ari a nt s 

i n K C N H 2, S C N 5 A, S C N 6 A . 

 
 

8 . 3.2   M i s s e d di a g n o si s i n u n di a g n o s e d p a rti ci p a nt s wit h a C M p h e n ot y p e  
 
F or 8 7/ 1 2 4 2 ( 7 .0 %) of t h e u n di a g n o s e d p arti ci p a nt s r e cr uit e d a s tri o s wit h a C M p h e n ot y p e , a d e n o v o  

s cr e e n w a s p erf or m e d f or r ar e c o di n g v ari a nt s i n t h e C M s u p er p a n el. T hr e e d e n o v o  v ari a nt s w er e i d e ntifi e d 

(T a bl e 8 .3 ). F oll o wi n g c o nt a ct wit h t h e p ati e nt s’ cli ni ci a n s, t h e v ari a nt s i n R Y R 2  a n d N K X 2 -5  h a v e n o w 

i n d e p e n d e ntl y b e e n c o nfir m e d p at h o g e ni c b y A C M G -A M P g ui d eli n e s . T h e v ari a nt i n T T N  i s c urr e ntl y b ei n g 

f u n cti o n all y v ali d at e d b y a n i n d e p e n d e nt l a b. 
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T A B L E 8 .3  | P O T E N TI A L MI S S E D D E N O V O  DI A G N O S E S  I N C M -R E L A T E D G E N E S  

N or m ali s e d s p e cifi c 

di s e a s e  

S e x  G e n e  V ari a nt  F u n cti o n

al Cl a s s  

A C M G  M a x 

A F  

St at u s  A s s e m bl y  

Arr h yt h m o g e ni c Ri g ht 

V e ntri c ul ar 

C ar di o m y o p at h y  

F  R Y R 2  1: 2 3 7 9 1 9 5 8 9: A: G  mi s s e n s e  p at h o g e ni c  0  i n d e p e n d e nt 

di a g n o si s  

b 3 7  

L eft V e ntri c ul ar 

N o n c o m p a cti o n 

C ar di o m y o p at h y  

M  N K X 2 -5  5: 1 7 3 2 3 2 9 7 6: G: T  mi s s e n s e  p at h o g e ni c  0  i n d e p e n d e nt 

di a g n o si s  

b 3 8  

Dil at e d C ar di o m y o p at h y  F  T T N  2: 1 7 8 7 4 1 5 7 0: C: T  mi s s e n s e  V U S  0  f u n cti o n al w or k 

o n g oi n g  

b 3 8  

 
 
T h e s e c o n d filt eri n g str at e g y i n v ol v e d r e m o vi n g t h e d e n o v o  filt er a n d a s s e s si n g all 1 2 4 2 u n di a g n o s e d 

i n di vi d u al s wit h  a C M p h e n ot y p e a n d l o o ki n g f or r ar e p L o F v ari a nt s i n t h e C M s u p er p a nel . T hi s a p pr o a c h 

yi el d e d a t ot al of 1 9 6 v ari a nt s . Aft er cli ni c al r e vi e w of t h e v ari a nt s, 3 6/ 1 9 6 ( 1 8. 3 %) r e m ai n e d a s pl a u si bl e 

c a n di d at e s s u p p ort e d b y p h a s e d d at a ( w h er e a v ail a bl e) a n d p h e n ot y p e  d at a  c o n si st e nt wit h t h e g e n e 

h ar b o uri n g a v ari a nt  (S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 9 ). Of t h e s e 3 6 v ari a nt s, t hr e e h a d alr e a d y  b e e n 

i n d e p e n d e ntl y c o nfir m e d b y a n N H S a c cr e dit e d di a g n o sti c l a b a s c a u s al (t hr o u g h p er s o n al c o m m u ni c ati o n 

wit h r ef erri n g cli ni ci a n s) ; t hr e e h a d b e e n  r e p ort e d b y G E L a s v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e ( a s r e p ort e d 

i n t h e g m c e xit q u e sti o n n air e); a n d a f urt h er 3 0 h a v e b e e n  s u b mitt e d t o G e n o mi c s E n gl a n d f or v ali d ati o n 

t hr o u g h t h eir di a g n o sti c di s c o v er y p at h w a y. 

 

8 . 3.3   N o v el g e n e c a n di d at e s  
 

T o i d e ntif y p ot e nti al n o v el g e n e c a n di d at e s a cr o s s all c ar di o m y o p at h y p h e n ot y p e s u b gr o u p s , r ar e d e n o v o , 

p L o F v ari a nt s i n n o v el g e n e s w er e e xtr a ct e d . O n e v ari a nt i n C Y FI P 1  w a s i d e ntifi e d ( T a bl e 8 .4 ). T h e g e n e 

i s hi g hl y c o n str ai n e d f or l o s s -of -f u n cti o n ( L O E U F = 0. 3), a n d i s u bi q uit o u sl y e x pr e s s e d a cr o s s ti s s u e s, 

i n cl u di n g t h e h e art. U p o n f urt h er r e vi e w of t h e lit er at ur e, t h e g e n e w a s f o u n d t o b e a s s o ci at e d wit h a uti s m 

a n d s c hi z o p hr e ni a. 3 5 3   
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T A B L E 8 .4  | D E N O V O  P L O F  V A RI A N T S I N N O V E L G E N E S F O R P A TI E N T S WI T H A C M - P H E N O T Y P E  

N or m ali s e d 
s p e cifi c 
di s e a s e  

S e x  G e n e  V ari a nt  F u n cti o n al 
cl a s s  

M a x A F  D e 
n o v o  

G e n o m e 
A s s e m bl y  

H y p ertr o p hi c 
c ar di o m y o p at h y  

F e m al e  C Y FI P 1  1 5: 2 2 9 3 3 8 1 9: G: T  St o p g ai n e d  0. 0 0 0 6  Y  b 3 8  

 

 
8. 3. 4   Di a g n o si n g p ati e nt s wit h o ut  a C M -p h e n ot y p e wit h v a ri a nt s i n n o n -
C M -r el at e d g e n e s  
 
T h er e w er e 1 8 2 p arti ci p a nt s wit h o ut a li st e d C M p h e n ot y p e t h at h a d a p at h o g e ni c v ari a nt r et ur n e d b y 

1 0 0 K G P i n t h e C M s u p er p a n el (S u p pl e m e nt ar y T a bl e S D 1 0 ). Of t h e s e, 3 3/ 1 8 2 ( 1 8. 1 %) h a d a p at h o g e ni c 

v ari a nt i n N F 1 , 2 7/ 1 8 2 ( 1 4. 8 %) i n P T P N 1 1  a n d 1 0/ 1 8 2 ( 5. 5 %) i n A L M S 1 .  

 
 

8 . 4 Di s c u s si o n  
 
 

8 . 4. 1  T h e s p e ctr u m of di a g n o s e s f or p a rti ci p a nt s wit h a C M p h e n ot y p e  
 

I n t h e 1 0 0 K G P, 1 4 1 2/ 9 0,2 5 9 ( 1. 6 %) of p a rti ci p a nt s h a d “ c ar di o m y o p at h y” m e nti o n e d i n a n y o n e of t h eir 

H P O t er m s . D e s pit e 1 0 0 K G P pr ef erri n g tri o g e n o m e s e q u e n ci n g, 1 0 5 2/ 1 4 1 2 ( 7 4. 5 %) of p arti ci p a nt s w er e 

s e q u e n c e d a s si n gl et o n s. O nl y 8 7/ 1 4 1 2 ( 6. 1 %) w er e f ull tri o s e n a bli n g d e n o v o  a n al y si s , of w hi c h t h e v a st 

m aj orit y w er e c hil dr e n ( 4 8 % of all c hil dr e n wit h C M s w er e s e q u e n c e d a s tri o s) . T he hi g h r at e of pr o b a n d -

o nl y c a s e s  i s p er h a p s u n s ur pri si n g a s m a n y c ar di o m y o p at hi e s pr e s e nt i n a d ult lif e, w h er e b y a v ail a bilit y of 

p ar e nt s f or s e q u e n ci n g m a y b e li mit e d d u e t o i n cr e a si n g a g e.  A s m all n u m b er ( 4. 7 %) of p arti ci p a nt s wit h 

C M p h e n ot y p e s h a d C M a s p art of a n ot h er s y n dr o m e , a n d t hi s w a s m u c h hi g h er f or c hil dr e n t h a n f or a d ult s. 

  

I n t ot al, 1 7 0/ 1 4 1 2 ( 1 2 %) of p arti ci p a nt s wit h a C M p h e n ot y p e h a d a di a g n o si s r et ur n e d , of w hi c h 1 6/ 1 7 0 

( 9. 4 %) w er e i n g e n e s n ot o n t h e C M s u p er p a n el. T w e nt y -fi v e p er c e nt of di a g n o s e s w er e n ot o n t h e g e n e 

p a n el s el e ct e d b y 1 0 0 K G P. T h e di a g n o sti c r at e w a s hi g h e st f or p ati e nt s wit h s y n dr o mi c C M ( 2 8. 4 %) v er s u s 

1 3. 2 % f or D C M, 1 0. 7 % f or H C M, a n d 1 0. 9 % f or L V N C M a n d 3/ 1 0 2 ( 2. 9 %) f or p ati e nt s wit h A R V C M. T h e 

m ol e c ul ar di a g n o sti c r at e f or t h o s e r e cr uit e d u n d er C M s u bt y p e s w a s w ell b el o w r e p ort e d r at e s i n t h e 

lit er at ur e3 3 7, 3 4 0, 3 5 1 ; A R V C M d e m o n str at e d a p arti c ul arl y  l o w g e n eti c di a g n o sti c r at e , wit h o nl y 2. 9 % of 

p arti ci p a nt s di a g n o s e d v er s u s a n e x p e ct e d 5 0 %. T h e l o w di a g n o sti c r at e m a y , i n p art, b e b e c a u s e of  t h e 
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stri ct i n cl u si o n crit eri a f or C M p ati e nt s i n 1 0 0 K G P. I niti all y, C M p arti ci p a nt s r e q uir e d n e g ati v e c o n v e nti o n al 

t e sti n g i. e. a n e g ati v e g e n e p a n el c o m pri si n g a di sti n ct li st of g e n e s , alt h o u g h t hi s w a s r el a x e d l at er i n 

r e cr uit m e nt t o 1 0 0 K G P t o b o o st r e cr uit m e nt. T h er ef or e, t h e C M c o h ort wit hi n 1 0 0 K G P i s li k el y a s k e w e d 

p o p ul ati o n, d e pl et e d of ‘t y pi c al’ C M. A n ot h er r e a s o n f or t h e l o w di a g n o sti c r at e s m a y b e t h e hi g h n u m b er 

of pr o b a n d -o nl y c a s e s ( 7 4. 5 %) , p o s si bl y d u e t o m a n y C M s pr e s e nti n g i n a d ult h o o d. F urt h e r m or e, f or d u o s  

( 1 7. 8 %), tri o s ( 6. 1 %), a n d m or e c o m pl e x f a mil y str u ct ur e s  ( 1. 5 %), filt eri n g str at e gi e s ri s k  mi s si n g di a g n o s e s  

w h er e  r el ati v e s ar e i n a c c ur at el y c o d e d a s aff e ct e d or u n aff e ct e d. F or e x a m pl e, m a n y C M s pr e s e nt l at er i n 

lif e, c a n b e a s y m pt o m ati c a n d m a y n ot b e d et e ct e d u nl e s s s cr e e n e d f or . 

 

D e s pit e s y n dr o mi c c a s e s h a vi n g a hi g h er di a g n o sti c r at e  ( 1 9/ 6 7 [ 2 8 %]) c o m p ar e d t o ot h er C M-s u bt y p e s , 

1 2 c a s e s w er e pr o b a n d o nl y, 5 w er e d u o s a n d o nl y 2 w er e tri o s. O n e e x pl a n ati o n f or t h e hi g h er di a g n o sti c 

r at e i n t h e s y n dr o mi c C M gr o u p c o ul d b e t h eir t e n d e n c y t o pr e s e nt e arli er i n c hil d h o o d  a s p art of s y n dr o m e s 

t h at t y pi c all y aff e ct a wi d e r a n g e of ti s s u e s. S y n dr o mi c di s e a s e i s al s o m or e li k el y t o b e m o n o g e ni c, w h er e b y 

m a n y C M s ar e  a u g m e nt e d b y e n vir o n m e nt al f a ct or s, s h o w v ari a bl e e x pr e s si vit y, a n d i n c o m pl et e 

p e n etr a n c e.  

 

F or t h o s e i n t h e  s m all  arr h yt h mi a c at e g or y, 4/ 9 ( 4 4. 4 %) r e c ei v e d a m ol e c ul ar di a g n o si s, w hi c h r e pr e s e nt e d 

t h e hi g h e st di a g n o sti c r at e a m o n g st t h e s u b gr o u p s of C M s. T hr e e of t h e f o ur di a g n o s e s w er e  i n g e n e s 

k n o w n t o c a u s e arr yt h mi a s , S C N 5 A, S C N 6 A  a n d K C N H 2 . F or C M p arti ci p a nt s r e cr uit e d t o t h e ‘ ot h er’ 

c at e g or y, m e a ni n g t h e y w er e r e cr uit e d t o a c at e g or y u nr el at e d t o a C M, 5/ 3 6 ( 1 3. 9 %) of p arti ci p a nt s  

r e c ei v e d a f or m al g e n eti c di a g n o si s. T w o of t h e s e w er e i n g e n e s a s s o ci at e d wit h i s ol at e d C M . T h e 

r e m ai ni n g 3 di a g n o s e s w er e i n S M A D 3  ( L o e y s-Di et z s y n dr o m e t y p e 3), L D L R  (f a mili al 

h y p er c h ol e st er ol a e mi a ) a n d P K D 2  ( p ol y c y sti c ki d n e y di s e a s e). 

 

8 . 4. 2  Di a g n o s e s f or p a rti ci p a nt s wit h o ut a C M p h e n ot y p e  
 
O n e -h u n dr e d a n d ei g ht y -t w o p ati e nt s wit h o ut a C M li st e d i n t h eir H P O t er m s w er e i d e ntifi e d h ar b o uri n g a  

p at h o g e ni c v ari a nt i n a g e n e o n t h e C M s u p er p a n el . Ei g ht e e n p er c e nt (3 3/ 1 8 2) h a d a p at h o g e ni c v ari a nt 

i n N F 1, w hi c h c a u s e s n e ur ofi br o m at o si s t y p e 1  a n d w h er e  C M i s n ot u bi q uit o u s i n t h o s e aff e ct e d ; t h er ef or e, 

t hi s r e s ult i s n ot e ntir el y s ur pri si n g. Fift e e n p er c e nt ( 2 7/ 1 8 2) h a d a p at h o g e ni c v ari a nt i n P T P N 1 1 , 
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a s s o ci at e d wit h N o o n a n s y n dr o m e, w h er e b y C M i s c o m m o n b ut n ot c o m pl et el y p e n etr a nt . Si x p er c e nt 

(1 0/ 1 8 2) h a d a v ari a nt i n A L M S 1 , k n o w n t o c a u s e Al str o m s y n dr o m e, w h er e b y 7 0 % of p ati e nt s i n t h e 

lit er at ur e ar e r e p ort e d t o h a v e C M s. I nt er e sti n gl y, a cr o s s all G E L  p arti ci p a nt s  wit h a di a g n o si s i n A L M S 1  

r et ur n e d, o nl y 1/ 1 1 ( 9. 1 %) h a d C M li st e d a s a n H P O t er m. S e v er al p ati e nt s h a d p at h o g e ni c v ari a nt s i n 

M Y O 6 w hi c h c a n c a u s e a ut o s o m al d e af n e s s wit h or wit h o ut C M . O n e p ati e nt h a d a v ari a nt i n T T N  a n d t h eir 

p h e n ot y p e  w a s pr o xi m al m u s cl e w e a k n e s s, c o n si st e nt wit h t h e s p e ctr u m of di s or d er s c a u s e d b y T T N  

v ari a nt s. T w o p ati e nt s h a d v ari a nt s i n M Y B P C 3 , a w ell -c h ar a ct eri s e d  c ar di o m y o p at h y g e n e, a n d b ot h 

p a rti ci p a nt s h a d j u st o n e H P O t er m r e c or d e d. O n e h a d “ p al pit ati o n s” a n d t h e ot h er h a d “ arr h yt h mi a”. T hi s 

hi g hli g ht s  t h e c h all e n g e s i n i nt er pr et ati n g d at a u si n g  H P O t er m s , w hi c h  ar e i n c o n si st e ntl y r e c or d e d a m o n g st 

cli ni ci a n s . R e a s s uri n gl y, h o w e v er, t h e H P O t er m s r e c or d e d di d s u g g e st a p ot e nti al c ar di a c c a u s e. O n e 

p ati e nt h a d a v ari a nt i n M Y H 7 , a n ot h er i s ol at e d c ar di o m y o p at h y g e n e, h o w e v er t h e y pr e s e nt e d wit h a 

c o m pl e x s y n dr o m e a n d t h e v ari a nt w a s  r et ur n e d a s a p arti al di a g n o si s a n d i s li k el y a n i n ci d e nt al fi n di n g . 

 

8 . 4. 3  Mi s s e d di a g n o s e s i n p a rti ci p a nt s wit h a C M p h e n ot y p e  
 

Ei g ht y -s e v e n  i n di vi d u al s wit h a C M p h e n ot y p e w er e  r e cr uit e d a s tri os  w h er e t h e b e n efit of d et e cti n g d e 

n o v o  v ari a nt s i n cr e a s e s s e n siti vit y f or el u ci d ati n g m ol e c ul ar di a g n o s e s . T hr e e d e n o v o  v ari a nt s i n t h e C M 

s u p er p a n el w er e i d e ntifi e d t h at w er e n ot r et ur n e d b y t h e 1 0 0 K G P. Aft er c o nt a cti n g  t h e r ef erri n g cli ni ci a n s 

f or t h e s e c a s e s, t w o v ari a nt s h a v e si n c e  b e e n c o nfir m e d a s  mi s s e d di a g n o s e s (i n R Y R 2  a n d N K X 2 -5 ), a n d 

o n e v ari a nt i n T T N  i s a p ut ati v e di a g n o si s b ei n g f oll o w e d u p wit h f u n cti o n al w or k. R Y R 2  a n d N K X 2 -5  ar e 

k n o w n C M g e n e s, t h er ef or e it m a y s e e m s ur pri si n g t h at d e n o v o  v ari a nt s i n C M g e n e s w er e mi s s e d  b y G E L  

i n i n di vi d u al s t h at h a d C M a s a n H P O t er m. T hi s hi g hli g ht s t h e c h all e n g e s of 1 0 0 K G P  u si n g pr e -s el e ct e d 

g e n e p a n el s. F or 1 0 0 K G P , a n y v ari a nt s o ut si d e of t h e g e n e p a n el( s) a p pli e d w er e i g n or e d, e v e n if d e 

n o v o .3 5 4  T hi s a p pr o a c h h a s si n c e  b e e n c h a n g e d f or t h e n e w G e n o m i c M e di ci n e S er vi c e, w h er e b y all c o di n g 

d e n o v o  v ari a nt s, irr e s p e cti v e of g e n e p a n el, ar e a s s e s s e d. T hi s i s ar g u a bl y a b ett er a p pr o a c h a n d i s li k el y 

t o i n cr e a s e t h e di a g n o sti c r at e f or p ati e nt s wit h C M s, w h er e b y C M s ar e p h e n ot y pi c all y h et er o g e n o u s a n d 

c a u s e d b y a br o a d r a n g e of g e n e s .  

 



El e a n or G. S e a b y  | Di a g n o si n g c ar di o m y o p at h y p h e n ot y p e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct 

P a g e 2 6 1  of 3 5 6  

 

Aft er r e m o vi n g t h e d e n o v o  filt er, a d diti o n al 3 6 p L o F v ari a nt s w er e i d e ntifi e d i n t h e C M s u p er p a n el f o u n d 

i n p arti ci p a nt s wit h a C M p h e n ot y p e. T hr e e  of t h e s e h a v e n o w b e e n c o nfir m e d a s di a g n o sti c, f oll o wi n g 

c o nt a ct wit h t h e p arti ci p a nt ’s r ef erri n g cli ni ci a n, a n d a f urt h er 3 h a v e b e e n c ur at e d a s  v ari a nt s of u n c ert ai n 

si g nifi c a n c e b y N H S a c cr e dit e d l a b or at ori e s. T h e r e m ai n d er m a y still r e pr e s e nt mi s s e d di a g n o s e s a n d  h a v e 

b e e n r et ur n e d t o G e n o mi c s E n gl a n d t hr o u g h t h eir Di a g n o sti c Di s c o v er y p at h w a y . W h e n l o o ki n g f or mi s s e d 

di a g n o s e s, o nl y  p L o F v ari a nt s  w er e a s s e s s e d . T hi s m e a n s  t h at t h er e m a y b e f urt h er mi s s e d di a g n o s e s i n 

mi s s e n s e a n d s pli ci n g v ari a nt s n ot c a pt ur e d b y t h e a p pli e d filt eri n g a p pr o a c h. Pr e di ct e d L o F v ari a nt s w er e 

s el e ct e d  a s t h e s e ar e m or e li k el y t o b e cl a s sifi e d a s p at h o g e ni c/li k el y p at h o g e ni c b y A C M G -A M P  

g ui d eli n e s. Mi s s e n s e a n d s pli ci n g v ari a nt s, e v e n w h e n f o u n d i n e st a bli s h e d g e n e s, ar e li k el y t o r e pr e s e nt 

v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e ( V U S s) wit h o u t pri or f u n cti o n al e vi d e n c e. B e c a u s e s u c h a l ar g e pr o p orti o n 

of t h e 1 0 0 K G P c o h ort wit h a C M p h e n ot y p e w er e pr o b a n d -o nl y c a s e s, it w a s e x p e ct e d t h at m a n y  mi s s e n s e 

a n d s pli ci n g v ari a nt s w o ul d b e V U S s a n d  h ar d t o v ali d at e a s p at h o g e ni c  wit h o ut a d diti o n al a n d e x p e n si v e 

e x p eri m e nt s . 

 

8 . 4.4   N o v el d e n o v o  c a n di d at e –  C Y FI P 1  
 

D e n o v o  p L o F v ari a nt s i n n o v el g e n e s, i. e. a b s e nt fr o m O MI M, w er e a s s e s s e d i n p arti ci p a nt s wit h a C M 

p h e n ot y p e. A  st o p g ai n e d v ari a nt i n C Y FI P 1  w a s i d e ntifi e d , w hi c h u p o n f urt h er i nt err o g ati o n of t h e lit er at ur e 

i s a g e n e li n k e d t o v ari o u s n e ur ol o gi c al di s or d er s. C Y FI P 1 i s a bi n di n g p art n er of F M R P, t h e fr a gil e X m e nt al 

r et ar d ati o n pr ot ei n. E x pr e s si o n l e v el s of C Y FI P 1  i n n e ur o n s, b ot h i n vi v o a n d i n vitr o, i nfl u e n c e d e n driti c 

c o m pl e xit y, i m pli c ati n g t h e pr ot ei n i n t h e n er v o u s s y st e m. 3 5 3  T hi s i s f urt h er s u p p ort e d i n w or k b y B o z d a gi 

et al .3 5 5  s h o wi n g t h at h a pl oi n s uffi ci e n c y of C yfi 1 pr o d u c e s a Fr a gil e X -li k e p h e n ot y p e i n mi c e. W hil st C Y FI P 1  

i s u bi q uit o u sl y  e x pr e s s e d a cr o s s ti s s u e s , t h er e i s n o e vi d e n c e t o d at e i m pli c ati n g C Y FI P 1  i n 

c ar di o m y o p at hi e s, r e n d eri n g it a p o or c a n di d at e . R at h er , t h e pr ot ei n i s m or e li k el y t o b e i m pli c at e d di s or d er s 

of t h e n er v o u s s y st e m.  

 

8 . 4.5   Li mit ati o n s  
 

T hi s w or k i s n ot wit h o ut li mit ati o n s. T h e  C M  s u p er p a n el  i n cl u d e d all  ‘ c ar di o m y o p at h y’ g e n e p a n el s  a v ail a bl e 

fr o m P a n el A p p . W hil st P a n el A p p  i s a p e er-r e vi e w e d a n d o p e n-s o ur c e r e p o sit or y of g e n e p a n el s  a n d  f or ms  
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t h e b a si s f or w hi c h p a n el s ar e s el e ct e d b y cli ni ci a n s w h e n or d eri n g cli ni c al g e n o m e t e st s i n t h e U K, t h e 

g e n e s i n cl u d e d o n t h e s e p a n el s ar e f ar fr o m e x h a u sti v e  a n d m a y e v e n b e i n a c c ur at e. S o m e k n o w n C M 

g e n e s, s u c h a s S C N 5 A , ar e mi s si n g fr o m P a n el A p p C M p a n el s. Wit hi n t h e G E L P a n el A p p g e n e li st s, t h er e 

i s i n c o n si st e n c y i n t h e i n cl u si o n of g e n e s t h at c a u s e C M a s p art of a s y n dr o m e ; f or e x a m pl e, D M D  

( D u c h e n n e m u s c ul ar d y str o p h y) a n d L Z T R 1  ( N o o n a n) ar e i n cl u d e d a s gr e e n g e n e s o n t h e P a n el A p p li st  

(f or D M D : ‘C ar di o m y o p at hi e s –  i n cl u di n g c hil d h o o d o n s et’, ‘Dil at e d c ar di o m y o p at h y –  a d ult a n d t e e n’ , a n d 

‘Dil at e d c ar di o m y o p at h y a n d c o n d u cti o n d ef e ct s’ ; a n d f or  L Z T R 1 : ‘ C ar di o m y o p at hi e s –  i n cl u di n g c hil d h o o d 

o n s et’ a n d ‘ H y p ertr o p hi c c ar di o m y o p at h y –  t e e n a n d a d ult’). C o n v er s el y, s o m e s y n dr o mi c di s or d er s 

a s s o ci at e d wit h C M ar e n ot r e pr e s e nt e d o n t h e C M s u p er p a n el , e. g. S C G C  ( M u s c ul ar d y str o p h y, li m b-

gir dl e, a ut o s o m al r e c e s si v e 5; MI M: 2 5 3 7 0 0) . 

 

O n e of t h e m aj or li mit ati o n s of  t h e 1 0 0 K G P p a n el-b a s e d a p pr o a c h i s t h at t h e c h oi c e of p a n el d et er mi n ed 

w hi c h v ari a nt s w er e  a s s e s s e d , a n d t h e p a n el s el e cti o n w a s b a s e d o n H P O t er m s pr o vi d e d b y t h e r ef erri n g 

cli ni ci a n. T hi s hi g hli g ht s t h e i m p ort a n c e of a c c ur at e p h e n ot y pi n g, b ut e q u all y hi g hli g ht s t h e li mit ati o n s of 

u si n g H P O t er m s w hi c h r e pr e s e nt a cr o s s -s e cti o n al cli ni c al r e pr e s e nt ati o n of a p ati e nt at a n u n s p e cifi e d 

ti m e p oi nt i n t h e e v ol uti o n of t h eir di s e a s e. Si mil arl y, aff e cti o n st at u s f or r el ati v e s m a y b e u nr eli a bl e b ut i s 

oft e n u s e d a s a h ar d filt er.  

 

M e di ci n e i s oft e n c o m pl e x, a n d i t i s p erf e ctl y pl a u si bl e f or a p arti ci p a nt  t o h a v e t w o u nr el at e d di a g n o s e s. 

F or e x a m pl e, a p ati e nt c o ul d pr e s e nt wit h  a p a e di atri c s y n dr o m e a s s o ci at e d wit h c ar di o m y o p at h y b ut  h a v e 

a C M t h at i s e ntir el y p at h o g e n eti c all y di sti n ct t o t h eir s y n dr o m e . If a g e n e p a n el o nl y i n cl u d e s a li st of 

s y n dr o mi c g e n e s, a C M c a u s e d b y a n ot h er g e n e  ( c a u si n g a n i s ol at e d C M) c o ul d e a sil y b e mi s s e d. T hi s 

i s s u e i s s o m e w h at miti g at e d b y t h e n e w G e n o mi c M e di ci n e S er vi c e w hi c h n o w i n cl u d e s a p a n el a g n o sti c 

filtr ati o n st e p w h er e b y d e n o v o v ari a nt s i n a n y g e n e, i n a d diti o n t o E x o mi s er t o p 3 hit s  ar e r o uti n el y 

a s s e s s e d . H o w e v er , t hi s ‘ p a n el-a g n o sti c’ a p pr o a c h m o stl y d et e ct s  mi s s e d d e n o v o  di a g n o s e s . F or C M s, 

w hi c h oft e n s e gr e g at e t hr o u g h f a mili e s , g e n e p a n el s el e cti o n still r e m ai n s criti c al i n e n s uri n g t h at i n h erit e d 

v ari a nt s ar e i d e ntifi e d. A p pli c ati o n of t h e C M s u p er p a n el i d e ntifi e d 8 (i n d e p e n d e ntl y v erifi e d) p at h o g e ni c 

v ari a nt s m e eti n g A C M G crit eri a t h at w er e a b s e nt o n t h e pri m ar y r e p ort r et ur n e d b y 1 0 0 K G P f or p ati e nt s 
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wit h a C M -p h e n ot y p e. A f urt h er 3 3 p at h o g e ni c v ari a nt s w er e i d e ntifi e d f or p ati e nt s wit h o ut a C M p h e n ot y p e 

o n t h e C M s u p er p a n el. W hil st t hi s d e m o n str at e s di a g n o sti c u plift, it al s o ri s k s t h e d et e cti o n of u n w a nt e d 

s e c o n d ar y or i n ci d e nt al fi n di n g s. I n d e e d, o n e v ari a nt o n t h e s u p er p a n el w a s i d e ntifi e d i n M Y H 7 , a g e n e 

c a u si n g i s ol at e d C M i n a p ati e nt wit h n o r e c or d e d C M ( or C M -r el at e d) p h e n ot y p e. T hi s v ari a nt w a s r et ur n e d 

b y G E L.  

 

8 . 5 C o n cl u si o n  
 

T hi s c h a pt er utili s e s t h e v al u e of a l ar g e -s c al e g e n o mi c s pr oj e ct i n d e s cri bi n g a h et er o g e n o u s gr o u p of 

p arti ci p a nt s pr e s e nti n g wit h C M p h e n ot y p e s. O n a v er a g e, t h e m ol e c ul ar di a g n o sti c r at e w a s 1 2 %, f ar b el o w 

e x p e ct e d di a g n o sti c r at e s f or f a mili al C M s. T w e nt y -fi v e p er c e nt of di a g n o s e s r et ur n e d t o p arti ci p a nt s wit h 

a C M p h e n ot y p e w er e n ot o n t h e i niti al g e n e p a n el a p pli e d b y G e n o mi c s E n gl a n d. Ni n e p er c e nt  w er e n ot 

o n a p er mi s si v e i n sili c o g e n e p a n el e n c o m p a s si n g C M g e n e s fr o m P a n el A p p. T hr e e v ari a nt s i n k n o w n C M 

g e n e s d et e ct e d i n t hi s st u d y h a v e b e e n i n d e p e n d e ntl y v ali d at e d a s mi s s e d di a g n o s e s. A f urt h er 3 6 p L o F 

v ari a nt s i n C M g e n e s w er e i d e ntifi e d a n d m a y r e pr e s e nt mi s s e d di a g n o s e s. Ei g ht y -ei g ht p er c e nt 

(1 2 3 9/ 1 4 1 2) of p arti ci p a nt s wit h a C M p h e n ot y p e r e m ai n u n di a g n o s e d. C M s ar e h et er o g e n o u s di s or d er s; 

g e n e p a n el s b a s e d o n H P O t er m s r e c or d e d b y cli ni ci a n s ar e i n eff e cti v e at di a g n o si n g C M c a s e s . It i s li k el y 

t h at m or e di a g n o s e s w o ul d b e c a pt ur e d t hr o u g h u s e of a C M-s u p er p a n el, i n cl u si v e of b ot h s y n dr o mi c a n d 

n o n -s y n dr o mi c C M . A p pli c ati o n of p a n el -a g n o sti c str at e gi e s, s u c h a s t h e Hi P P o pr ot o c ol 3 5 6  a s d e s cri b e d i n 

C h a pt er 1 0 , m a y f urt h er u plift di a g n o si s r at e s f or c a s e s w h er e H P O t er m s ar e  p arti c ul arl y li mit e d, a n d m a y 

e v e n i d e ntif y c a s e s wit h s u b cli ni c al c ar di o m y o p at hi e s .
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C h a pt e r 9  | ‘ G e n e P y’ i d e ntifi e s bi all eli c di a g n o s e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 
G e n o m e s Pr oj e ct  

 

9 . 0 C o nt ri b uti o n st at e m e nt  
 

T hi s c h a pt er pr e s e nt s t h e a p pli c ati o n of G e n e P y, a pi e c e of s oft w ar e d e v el o p e d at t h e U ni v er sit y of 

S o ut h a m pt o n b y Dr E nri c o M o s s ott o a n d c oll e a g u e s. T hi s s oft w ar e h a s b e e n  u p d at e d si n c e i niti al 

p u bli c ati o n wit h i n p ut fr o m m y s elf, Dr G u o C h e n g, a n d Dr I m o g e n St aff or d . U si n g O MI M, I c ur at e d a li st of 

2 6 8 2 r e c e s si v e di s e a s e g e n e s f or t h e p ur p o s e s of t hi s r e s ult s c h a pt er. I n t h e G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h 

E n vir o n m e nt, I, wit h Dr s G ar y L e g g att a n d G u o C h e n g, a p pli e d t h e G e n e P y s oft w ar e t o 2 8 6 2 r e c e s si v e 

g e n e s i n  7 8, 0 0 0 i n di vi d u al s fr o m t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct. T h e  c o m p ut ati o n al j o b s w er e s plit e q u all y 

t o m a xi mi s e u s e of t h e G e n o mi c s E n gl a n d Hi g h P erf or m a n c e Cl u st er. T hi s w or k r e s ult e d i n a G e n e P y 

m atri x of 2 8 6 2 g e n e s a n d 7 8, 0 0 0 i n di vi d u al s. Aft er t hi s, all w or k i s e ntir el y m y o w n i n cl u di n g d e v el o p m e nt 

a n d i m pl e m e nt ati o n of all a n al yti c al s cri pt s , a n d d at a i nt er pr et ati o n. T hi s w or k i s a v ail a bl e a s a pr e pri nt  a n d 

i s i n pr e s s at G e n eti c s i n M e di ci n e: S E A B Y, E. G., L e g g att, G., C h e n g, G., T h o m a s, N. S., A s ht o n, J. J., 

St aff or d, I., ... & E n ni s, S. ( 2 0 2 3). A g e n e p at h o g e ni cit y t o ol ' G e n e P y' i d e ntifi e s mi s s e d bi all eli c di a g n o s e s 

i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct. m e d R xi v, 2 0 2 3 -0 3 (A p p e n di x P a p er 1 3 ).3 5 7   

 

9 . 1 I nt r o d u cti o n 
 
T h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct w a s a U K g o v er n m e nt f u n d e d r e s e ar c h pr oj e ct l e d b y G e n o mi c s E n gl a n d 

( G E L) t o s e q u e n c e 1 0 0, 0 0 0 w h ol e g e n o m e s f or f a mili e s pr e d o mi n a ntl y pr e s e nti n g wit h r ar e di s e a s e. 1 3 2  T h e 

pr oj e ct utili s e d a p h e n ot y p e t o g e n ot y p e a p pr o a c h, w h er e b y g e n o m e s e q u e n ci n g d at a w er e filt er e d u si n g 

a pr e -s el e ct e d P a n el A p p 1 1 8  g e n e p a n el or p a n el s c h o s e n b y G e n o mi c s E n gl a n d b a s e d o n t h e H u m a n 

P h e n ot y p e O nt ol o g y ( H P O) 1 6 7  t er m s r e c or d e d at r e cr uit m e nt.1 3 2, 3 5 4  T h e pr oj e ct w a s c o m pl et e d i n 2 0 2 0 a n d 

yi el d e d a n o v er all di a g n o sti c r at e of ~ 2 5 % a cr o s s all r ar e di s e a s e c at e g ori e s. 1 3 2, 3 2 6  H o w e v er, a s e v er -

i n cr e a si n g n u m b er s of r e s e ar c h er s g ai n e d a c c e s s t o a n o n y mi s e d w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g d at a fr o m t h e 

1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct, a d diti o n al di a g n o s e s w er e m a d e u si n g m et h o d s t h at e xt e n d e d v ari a nt a n al y si s 

b e y o n d g e n e p a n el s a cr o s s m or e c o di n g  a n d n o n -c o di n g r e gi o n s, w hi c h h a v e s u b s e q u e ntl y b e e n r et ur n e d 
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t o p arti ci p a nt s.3 5 4  A s of 2 0 2 2, 2 6 % of all di a g n o s e s r et ur n e d b y t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct w er e fr o m 

di a g n o s e s n ot o n t h e pr e -s el e ct e d g e n e p a n el a p pli e d, wit h m a n y b ei n g p at h o g e ni c d e n o v o  c o di n g 

v ari a nt s. 3 2 6, 3 5 4  H o w e v er, a s s e s si n g ot h er v ari a nt s s u c h a s bi all eli c v ari a nt s i s m or e b ur d e n s o m e, p arti c ul arl y 

wit h o ut t h e u s e of g e n e p a n el s d u e t o t h e s h e er n u m b er of v ari a nt s t h at r e q uir e s cr uti n y. T hi s i s b e c a u s e 

m a n y ar e i n h erit e d fr o m u n aff e ct e d r el ati v e s a n d ar e c a rri e d at n o n-tri vi al all el e fr e q u e n ci e s i n p o p ul ati o n 

d at a b a s e s. F urt h er m or e, bi all eli c v ari ati o n i s oft e n h ar d t o i nt er pr et e s p e ci all y f or c o m p o u n d h et er o z y g ot e s 

w h er e o n e v ari a nt m a y b e p at h o g e ni c, a n d a n ot h er m a y b e a c o p y n u m b er v ari a nt, n o n -c o di n g v ar i a nt, or 

ot h er v ari a nt of u n c ert ai n si g nifi c a n c e. T hi s i s w h er e g e n e p a n el s s h o w t h eir gr e at e st utilit y si n c e t h e y c a n 

h el p n arr o w d o w n v ari a nt s t o cli ni c all y r el e v a nt g e n e s. 1 1 8  H o w e v er, t hi s a p pr o a c h m u st b e b al a n c e d a g ai n st 

t h e p ot e nti al of mi s si n g di a g n o s e s o ut si d e of t h e ori gi n al g e n e p a n el a p pli e d. 

 

T hi s pr oj e ct ai m e d t o  i d e ntif y p ot e nti al mi s s e d bi all eli c di a g n o s e s i n r e c e s si v e di s e a s e g e n e s i n d e p e n d e ntl y 

of t h e g e n e p a n el a p pli e d u si n g a w h ol e g e n o m e p at h o g e ni cit y m etri c c all e d G e n e P y, pr o n o u n c e d “ J e n ni -

p e a ( d͡ ʒˈ ɛ nɪ p i̩ː )”. G e n e P y (htt p s:// git h u b. c o m/ U o S -H GI G/ G e n e P y -1. 3 ) i s a g e n e p at h o g e ni cit y pri oritis ati o n 

t o ol d e v el o p e d at t h e U ni v er sit y of S o ut h a m pt o n t h at tr a n sf or m s t h e i nt er pr et ati o n of n e xt g e n er ati o n 

s e q u e n ci n g d at a fr o m t h e v ari a nt l e v el t o t h e g e n e or p at h w a y l e v el. 8 1  G e n e P y i n c or p or at e s all el e 

fr e q u e n c y, i n di vi d u al z y g o sit y ( w h er e a h et er o z y g ot e s c or e s o n e p oi nt a n d a h o m o z y g ot e s c or e s t w o 

p oi nt s), a n d a u s er -d efi n e d d el et eri o u s m etri c ( s u c h a s t h e C o m bi n e d A n n ot ati o n D e p e n d e nt D e pl eti o n 

( C A D D) s c or e3 5 8 ) i nt o a si n gl e v ari a nt s c or e.  

 

F I G U R E 9 .1  | G E N E P Y F O R M U L A  

  

[ W h er e h = i n di vi d u al; g = g e n e; k = v ari a nt s; i = l o c u s; Di = all el e d el et eri o u s n e s s; f i = all el e fr e q u e n c y; f i 1 = all el e 1; 

fi 1 = all el e 2]  

 

G e n e P y t h e n a g gr e g at e s v ari a nt s c or e s a cr o s s g e n e s i n a n a d diti v e m a n n er, g e n er ati n g a si n gl e s c or e, 

p er g e n e, p er i n di vi d u al t h at i s r e pr e s e nt e d i n a G e n e P y m atri x t a bl e ( Fi g ur e 9 .2 ). H o w e v er, f or l ar g e g e n e s 

a n d i ntr o ni c r e gi o n s t h er e i s a p ot e nti al t o a c c u m ul at e n oi s e fr o m l o w s c ori n g v ari a nt s. T o miti g at e t hi s, 

https://github.com/UoS-HGIG/GenePy-1.3
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G e n e P y c a n b e c u st o mi s e d t o filt er v ari a nt s wit h hi g h i n sili c o s c or e s o nl y e. g. C A D D s c or e a b o v e a 

p arti c ul ar t hr e s h ol d. A d diti o n all y, G e n e P y c a n b e a p pli e d a cr o s s a n y d efi n e d i nt er v al a n d v ari a nt s c or e s d o 

n ot h a v e t o b e s u m m e d a cr o s s g e n e s, e. g. o n e m a y c h o o s e t o s u m v ari a nt s a cr o s s a p arti c ul ar bi ol o gi c al 

p at h w a y o r g e n o mi c r e gi o n.
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F I G U R E 9 .2  | O V E R VI E W O F G E N E P Y P A T H O G E NI CI T Y S O F T W A R E A N D O U T P U T  

 

a.  P ati e nt’ s D N A u n d er g o e s s e q u e n ci n g a n d s u b s e q u e nt pr o c e s si n g t o pr o d u c e a fil e li sti n g all v ari a nt s i d e ntifi e d i n t h eir d at a.  b.  E a c h 

v ari a nt i s i n di vi d u all y a n n ot at e d wit h bi ol o gi c al i nf or m ati o n r efl e cti n g: z y g o sit y i. e. t h e all el e i n h erit e d fr o m e a c h p ar e nt ; d el et eri o u s n e s s 

( D - C A D D v 1. 6 w a s a p pli e d b ut  a n y d el et eri o u s m etri c  c a n b e s p e cifi e d) a n d; fr e q u e n c y of t h e o b s er v e d all el e s (f) i n g n o m A D –  o n e of 

t h e l ar g e st p o p ul ati o n d at a b a s e r e s o ur c e s r e p orti n g t h e o b s er v e d o c c urr e n c e of all el e s a cr o s s v er y l ar g e p o p ul ati o n d at a s et s. c. T h e s e 

d at a ar e i n p ut i nt o t h e G e n e P y al g orit h m f or e a c h v ari a nt a n d t h e n s u m m e d a cr o s s all v ari a nt s o b s er v e d wit hi n t h at g e n e f or t h at 

i n di vi d u al. T hi s st e p i s r u n i n p ar all el f or all g e n e s a cr o s s all p ati e nt s wit hi n t h e c o h ort. d. T h e o ut p ut i s a m atri x of all i n di vi d u al s b y all 

g e n e s. F or c ert ai n a p pli c ati o n s, t hi s m atri x c a n b e tr a n s p o s e d s u c h t h at f or e a c h g e n e, i n di vi d u al s ar e or d er e d b y hi g h e st p a t h o g e ni c 

v ari a nt l o a di n g.
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U p o n g e n er ati o n of a G e n e P y m atri x, G e n e P y s c or e s c a n b e c o m p ar e d a cr o s s i n di vi d u al s i n a c o h ort; 

G e n e P y s c or e s ar e i nt uiti v e i n t h at hi g h er G e n e P y s c or e s c orr el at e wit h hi g h er p at h o g e ni c v ari a nt b ur d e n 

s u c h t h at i n di vi d u al s c a n b e r a n k e d f or t h eir s c or e f or a n y gi v e n g e n e, r el ati v e t o all i n di vi d u al s wit h 

c o m p ar a bl e i n p ut g e n o mi c d at a. G e n e P y s c or e s ar e n ot e a sil y c o m p ar e d b et w e e n g e n e s, wit h o ut 

n or m ali s ati o n a n d a dj u st m e nt f or g e n e l e n gt h. E v e n t h e n, g e n e s wit h alt er n ati v e t ol er a n c e t o d y sf u n cti o n al 

v ari a ti o n ar e li k el y t o e x hi bit v er y diff er e nt G e n e P y s c or e pr ofil e s. I n st e a d, G e n e P y d e m o n str at e s t h e 

gr e at e st utilit y w h e n i n di vi d u al g e n e s c or e s ar e c o m p ar e d a cr o s s l ar g e n u m b er s of i n di vi d u al s. Si n c e 

G e n e P y i s a n a d diti v e s c or e, i n di vi d u al s i n l ar g e c o h ort s  wit h t h e hi g h e st r a n k e d G e n e P y s c or e s will b e 

e nri c h e d f or bi all eli c di s e a s e. Gi v e n t h e p ot e nti al f or mi s s e d bi all eli c di a g n o s e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s 

Pr oj e ct, G e n e P y w a s a p pli e d at s c al e i n a p a n el -a g n o sti c w a y t o u plift di a g n o sti c r at e s.  

 

9 . 2 M et h o d s  
 
9 . 2. 1  A c c e s s t o 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct D at a  
 
P arti ci p a nt s w er e r e cr uit e d t o t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct wit h writt e n c o n s e nt. T h e f ull pr ot o c ol i s 

a v ail a bl e h er e: htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 6 0 8 4/ m 9.fi g s h ar e. 4 5 3 0 8 9 3. v 7 . D ei d e ntifi e d d at a fr o m t h e pr oj e ct h el d ar e 

i n t h e s e c ur e G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h E n vir o n m e nt ( R E). A c c e s s t o t h e 1 0 0 K G P d at a s et i s r e stri ct e d 

a n d o nl y a v ail a bl e a s a r e gi st er e d G e CI P m e m b er i n t h e G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h E n vir o n m e nt. All 

d at a s h ar e d i n t hi s c h a pt er w er e a p pr o v e d f or e x p ort b y G e n o mi c s E n gl a n d. T h e d at a s et s a n d c o d e 

s u p p orti n g t h e c urr e nt st u d y, u n a v ail a bl e f or e x p ort, ar e f ull y a c c e s si bl e wit hi n t h e G e n o mi c s E n gl a n d 

R e s e ar c h E n vir o n m e nt i n t h e s h ar e d dir e ct or y: r e _ g e ci p/ m a c hi n e _l e ar ni n g/ Elli e _ S e a b y/

https://doi.org/10.6084/m9.figshare.4530893.v7
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A c c e s s t o 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct d at a w a s o bt ai n e d f oll o wi n g g o v er n a n c e tr ai ni n g a n d t hr o u g h 

m e m b er s hi p of t h e ‘ Q u a nt itati v e  M et h o d s, M a c hi n e L e ar ni n g, a n d F u n cti o n al G e n o mi c s’  G e n o mi c s 

E n gl a n d Cli ni c al I nt er pr et ati o n P art n er s hi p.  

 

I n 2 0 2 2, 7 8, 2 1 6 w h ol e g e n o m e s (r el e a s e V 1 5) w er e a c c e s s e d fr o m aff e ct e d a n d u n aff e ct e d p arti ci p a nt s 

r e cr uit e d t o t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct. P arti ci p a nt s’ aff e cti o n st at u s (i. e. w h et h er t h e y w er e c o d e d a s 

aff e ct e d wit h di s e a s e or n ot) a n d a n y H P O t er m s a s s o ci at e d wit h p arti ci p a nt s’ r e c or d s  w er e e xtr a ct e d . 

U si n g t h e p a c k a g e R L a b K e y i n R, t h e ‘ G M C E xit Q u e sti o n n air e’ S Q L t a bl e w a s q u eri e d.  A n y li k el y 

p at h o g e ni c/ p at h o g e ni c v ari a nt s r et ur n e d t o p arti ci p a nt s b y t h e pr oj e ct , pr e s e nt i n t h e E xit Q u e sti o n n air e, 

w er e e xtr a ct e d . 

 
9 . 2. 2  C ur ati n g a li st of r e c e s si v e di s e a s e g e n e s  
 
T o t ar g et t h e m et h o d t o w ar d s p ot e nti al mi s s e d bi all eli c di a g n o s e s, a li st of 2 8 6 2 r e c e s si v e di s e a s e g e n e s 

w a s c ur at e d u si n g t h e O nli n e I n h erit a n c e i n M a n ( O MI M) 3 2 8  d at a b a s e ( d o w nl o a d e d i n M a y 2 0 2 2) a n d cr o s s 

c h e c k e d wit h t h e G e n e C ur ati o n C o aliti o n ( G e n C C) d at a b a s e, w h er e b y di s cr e p a n ci e s i n i n h erit a n c e w er e 

e x a mi n e d m or e c ar ef ull y. 3 2 2  A  b e d fil e of g e n e c o or di n at e s (i n r ef er e n c e t o G R C h 3 8 ) w a s g e n er at e d u si n g 

t h e U C S C G e n o m e Br o w s er. T h e f ull g e n e li st i s a v ail a bl e i n S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 1 1 .  

 

9 . 2. 3  A p pli c ati o n of G e n e P y  
 
Wit hi n t h e G e n o mi c s E n gl a n d R E , m y s elf, Dr G ar y L e g g att a n d Dr G u o C h e n g, a p pli e d G e n e P y v. 1. 3 

(htt p s:// git h u b. c o m/ U o S -H GI G/ G e n e P y -1. 3 ) s oft w ar e t o 7 8, 2 1 6 p arti ci p a nt s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s 

Pr oj e ct u si n g C A D D 3 5 8  v 1. 6 a s t h e d el et eri o u s m etri c a n d g n o m A D v. 2. 1. 1 a n d V 3 1 3 3  d at a b a s e s a s t h e 

all el e fr e q u e n c y r ef er e n ce . C A D D w a s s p e cifi e d a s t h e i n p ut m etri c b e c a u s e it s c or e s t h e gr e at e st v ari et y 

a n d n u m b er of v ari a nt t y p e s. V ari a nt s w er e s el e ct e d wit h a mi ni m u m d e pt h of 1 0, mi ni m u m g e n ot y p e q u alit y 

( G Q) of 2 0, a n d m e a n G Q > 3 5 u si n g v cft o ol s. A c all -r at e filt er w a s a p pli e d , w h er e b y e a c h v ari a nt h a d t o 

b e g e n ot y p e d i n at l e a st 7 0 % of t h e c o h ort. F or d o w n str e a m a n al y si s, o nl y p arti ci p a nt v ari a nt s a n n ot at e d 

a s c o di n g +/ - 8 b a s e p air s ( o n a n y tr a n s cri pt) a n d wit h a C A D D s c or e ≥ 1 5  w er e s c or e d . G e n e P y s c or e s 

w er e g e n er at e d f or 2 8 6 2 r e c e s si v e di s e a s e g en e s t o cr e at e a m atri x c o m pri si n g G e n e P y s c or e s f or 2 8 6 2 

https://github.com/UoS-HGIG/GenePy-1.3
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g e n e s a cr o s s 7 8, 2 1 6 i n di vi d u al s. Of n ot e, i n a d diti o n t o ‘ aff e ct e d’ p arti ci p a nt s, t hi s c o h ort i n cl u d e d m a n y 

‘ c o ntr ol’ t y p e i n di vi d u al s t h at r e pr e s e nt e d u n aff e ct e d p ar e nt s of aff e ct e d c hil dr e n a n d g er mli n e g e n o m e s of 

c a n c er p ati e nt s.  

 

All a n al y s e s fr o m t hi s p oi nt o n w ar d s w er e  c o n d u ct e d b y m y s elf wit h i n p ut fr o m m y s u p er vi s or y t e a m. F or 

e a c h of t h e 2 8 6 2 r e c e s si v e g e n e s, e v er y G e n o mi c E n gl a n d p arti ci p a nt’ s G e n e P y s c or e w a s r a n k e d r el ati v e 

t o o n e a n ot h er e. g. t h e p er s o n wit h t h e hi g h e st G e n e P y s c or e f or C F T R w o ul d b e r a n k e d 1, a n d t h e p er s o n 

wit h t h e l o w e st G e n e P y s c or e i n C F T R  w o ul d b e r a n k e d 7 8, 2 1 6. Aft er r a n ki n g, o nl y i n di vi d u al s w h o r a n k e d 

a m o n g st t h e t o p -5 G e n e P y s c or e f or e a c h g e n e  w er e a s s e s s e d . If t w o i n di vi d u als  h a d i d e nti c al s c or e s, all 

p arti ci p a nt s wit h a r a n k of 5 or l e s s  w er e i n cl u d e d . In di vi d u al s w er e f urt h er r e m o v e d if t h e y w er e  c o d e d a s 

u n aff e ct e d or w er e aff e ct e d  i n di vi d u al s wit h i n s uffi ci e nt p h e n ot y pi c d at a i n t h e f or m of r e c or d e d H P O t er m s. 

A ff e ct e d p arti ci p a nt s  w er e s e p ar at e d  i nt o t h o s e wit h a c o nfir m e d di a g n o si s r et ur n e d b y t h e 1 0 0, 0 0 0 

G e n o m e s Pr oj e ct a n d t h o s e wit h a n e g ati v e r e s ult. If t h e p arti ci p a nt h a d a di a g n o si s r et ur n e d, t h e 

e st a bli s h e d p at h o g e ni c  v ari a nt w a s  a s s e s s e d a s t o w h et h er it w a s  i n a t o p-5 r a n k e d G e n e P y s c or e ( Fi g ur e 

9 .3 ). 
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F I G U R E 9 .3  | W O R K F L O W O F G E N E P Y A P P LI E D T O 7 8, 2 1 6  P A R TI CI P A N T S  I N T H E 1 0 0, 0 0 0  G E N O M E S P R O J E C T  

 

G e n e P y s c or e s w er e cr e at e d f or 2 8 6 2 a ut o s o m al r e c e s si v e g e n e s i n 7 8, 2 1 6 p arti ci p a nt s, u si n g C A D D v. 1. 6 a n d g n o m A D v. 2. 1. 1. 

P arti ci p a nt s s c or e s w er e r a n k e d a cr o s s t h e c o h ort p er g e n e, w h er e b y t h o s e w h o r a n k e d i n t h e t o p 5 G e n e P y s c or e f or e a c h g e n e w er e 

r etai n e d f or d o w n str e a m a n al y si s. U n aff e ct e d i n di vi d u al s w er e r e m o v e d. H P O t er m s fr o m u n aff e ct e d i n di vi d u al s wit h o ut a di a g n o si s  

r et ur n e d b y t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct w er e c o m p ar e d wit h t h e cli ni c al f e at ur e s d e s cri b e d f or t h e a ut o s o m al r e c e s si v e g e n e t h at t h e 

p arti ci p a nt s c or e d i n t h e t o p 5 f or. If t h e p arti ci p a nt’ s H P O t er m s o v erl a p p e d wit h t h e g e n e t h at t h e p er s o n r a n k e d i n t h e t o p 5 f or, t h e 

i n di vi d u al p arti ci p a nt v ari a nt s w er e e xtr a ct e d a n d a s s e s s e d p h a s e, Cli n V ar st at u s, a n d a p pli e d A C M G g ui d eli n e s. T h e  fi n di n g s w er e 

pri oriti s e d a c c or di n g t o t h e pri oriti s ati o n r ul e s, wit h ‘ T o p’ pri orit y. b ei n g p ut ati v e mi s s e d di a g n o s e s, ‘ Mi d dl e’ a n d ‘ L o w’ pri orit y b ei n g of 

i nt er e st b ut l a c ki n g s uffi ci e nt e vi d e n c e, ‘ E x cl u d e’ b ei n g n ot di a g n o sti c a n d ‘ Cl o s e d’ b ei n g w h e n t he p arti ci p a nt s h a d b e e n wit h dr a w n 

fr o m t h e Pr oj e ct.
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F or aff e ct e d p arti ci p a nt s wit h a n e g ati v e g e n o m e r e s ult, H P O t er m s fr o m R L a b k e y w er e e xtr a ct e d a n d 

m a n u all y c o m p ar e d wit h t h e cli ni c al f e at ur e s a s s o ci at e d wit h t h e di s e a s e g e n e f or w hi c h t h e ir G e n e P y s c or e  

r a n k e d i n t h e t o p 5. F or e x a m pl e, if t h e p arti ci p a nt h a d t h e H P O t er m s ‘ p a n cr e ati c i n s uffi ci e n c y’, ‘f ail ur e t o 

t hri v e’ a n d ‘r e c urr e nt c h e st i nf e cti o n s’ a n d t h e y r a n k e d t hir d f or C F T R , t h eir H P O t er m s w o ul d b e c o m p ar e d 

wit h t h e cli ni c al f e at ur e s of c y sti c fi br o si s  f or p h e n ot y pi c o v erl a p. T hi s pr o c e s s w a s c o m pl et e d m a n u all y 

u si n g  cli ni c al a c u m e n, p h e n ot y pi c d e s cri pti o n s  fr o m t h e lit er at ur e a n d H P O t er m s li st e d i n O MI M. If t h e 

p arti ci p a nt’ s H P O t er m s w er e c o n si st e nt wit h t h o s e f or a g e n e t h at t h e s a m e p arti ci p a nt w a s r a n k e d i n t h e 

t o p 5 G e n e P y s c or e s f or ( e. g. t h e p arti ci p a nt h a d p a n cr e ati c i n s uffi ci e n c y a n d r e c urr e nt c h e st i nf e cti o n s 

a n d w a s r a n k e d 3 r d i n C F T R) , t hi s w a s c o n si d er e d a p ot e nti al mi s s e d di a g n o si s. If t h e di s e a s e-g e n e 

p h e n ot y p e w a s u nr el at e d t o t h e p arti ci p a nt’ s cli ni c al p h e n ot y p e b ut r e pr e s e nt e d a g e n e i n t h e A m eri c a n 

C oll e g e of H u m a n G e n eti c s a n d G e n o mi c s ( A C M G ) 7 8 3 5 9  li st or m a y r e pr e s e nt a n a d ult o n s et di s e a s e, t hi s 

w a s c o n si d er e d a p ot e nti al i n ci d e nt al fi n di n g. F or t h e s e, t h e r e cr uiti n g cli ni ci a n w a s c o nt a ct e d t o di s c u s s 

t h e fi n di n g s. If t h er e w a s n o c orr el ati o n b et w e e n t h e p arti ci p a nt’ s H P O t er m s a n d t h e cli ni c al p h e n ot y p e f or 

t h e i m pli c at e d di s e a s e g e n e, n o  p h e n ot y pi c o v erl a p w a s i d e ntifi e d, a n d t h e g e n e f or t h at p arti ci p a nt w a s 

e x cl u d e d fr o m f urt h er c o n si d er ati o n.  

 
9 . 2. 4  A s s e s si n g p ot e nti al mi s s e d di a g n o s e s  
 

W h e n t h e p arti ci p a nt’ s p h e n ot y p e w a s o v erl a p pi n g wit h t h e di s e a s e g e n e f or w hi c h t h e p arti ci p a nt r a n k e d 

i n t h e t o p 5, all v ari a nt s fr o m t h e p arti ci p a nt’ s v ari a nt c all fil e, wit h a C A D D s c or e ≥  1 5 , w er e e xtr a ct e d. 

T h e s e v ari a nt s w er e t h e n pri oriti s e d b y li k eli h o o d of b ei n g a mi s s e d bi all eli c di a g n o si s, t a ki n g i nt o 

c o n si d er ati o n v ari a nt p h a s e w h er e p o s si bl e, Cli n V ar 1 1 3  st at u s, a n d v ari a nt c ur ati o n b y A C M G -A M P 1 2 3  

g ui d eli n e s ( Fi g ur e 9 .3 ). V ari a nt s pri oriti s e d a s ‘ T o p’ pri orit y w er e c o n si d er e d p ut ati v e mi s s e d di a g n o s e s  

a n d t h e s e c o m m o nl y  r e pr e s e nt e d h o m o z y g o u s li k el y p at h o g e ni c/ p at h o g e ni c v ari a nt s or li k el y 

p at h o g e ni c/ p at h o g e ni c c o m p o u n d h et er o z y g o u s v ari a nt s.  

 

9 . 3 R e s ult s  
 
G e n e P y w a s a p pli e d t o 2 8 6 2 r e c e s si v e di s e a s e g e n e s i n 7 8, 2 1 6 p arti ci p a nt s r e cr uit e d t o t h e 1 0 0, 0 0 0 

G e n o m e s Pr oj e ct  (Fi g ur e 9 .3 ). F or e a c h g e n e, t h e t o p 5 r a n k e d p arti ci p a nt s w er e ar bitr aril y s el e ct e d b y 
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G e n e P y s c or e, w hi c h yi el d e d a t ot al of 9, 4 0 4 u ni q u e p arti ci p a nt s, wit h s o m e p arti ci p a nt s r a n ki n g t o p 5 f or 

m or e t h a n o n e r e c e s si v e g e n e. Of t h e t o p r a n k e d p arti ci p a nt s, 4 7 1 3/ 9 4 0 4 ( 5 0. 1 %) w er e u n aff e ct e d a n d 

4 6 9 1/ 9 4 0 4 ( 4 9. 9 %) w er e aff e ct e d. U n aff e ct e d p arti ci p a nt s (r ar e di s e a s e or c a n c er g er mli n e) r e pr e s e nt e d 

4 5 % of t h e e ntir e c o h ort. Of t h e 4 6 9 1 aff e ct e d p arti ci p a nt s wit h a t o p -5 r a n k e d G e n e P y s c or e, 8 4 7/ 4 6 9 1 

( 1 8. 1 %) alr e a d y h a d a di a g n o si s r et ur n e d b y t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct u p t o 2 0 2 2. Of t h e s e, 5 9 9/ 8 4 7 

( 7 0. 7 %) h a d di a g n o s e s i n o n e of t h e t o p 5 r a n k e d g e n e s. T w e nt y -ni n e p er c e nt ( 2 4 8/ 8 4 7) of i n di vi d u al s h a d 

a di a g n o si s r et ur n e d b y G E L i n a n alt er n ati v e g e n e a n d all  t h e s e di a g n o s e s w er e r et ur n e d a s c o m pl et e 

di a g n o s e s (i. e. t h e y e x pl ai n e d t h e e ntir e p h e n ot y p e). Of t h e s e, 8 7 i n di vi d u al s h a d a d e n o v o  p at h o g e ni c 

v ari a nt a n d 1 6 1 h a d a p at h o g e ni c v ari a nt i n a d o mi n a nt g e n e ( eit h er i n h erit e d fr o m a n aff e ct e d i n di vi d u al 

or t h e p arti ci p a nt w a s a fr o m a si n gl et o n f a mil y).  

 

I n t ot al, t h er e w er e 3 1 8 4 aff e ct e d i n di vi d u al s w h o h a d a ‘ n o di a g n o si s’ g e n o m e r e p ort r et ur n e d b y t h e 

1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct w h o w er e r a n k e d i n t h e t o p 5 G e n e P y s c or e s f or t h e 2 8 6 2 r e c e s si v e di s e a s e 

g e n e s. F or t h e s e c a s e s, t h e p arti ci p a nt’ s r e p ort e d H P O t er m s w er e c o m p ar e d wit h t h e cli ni c al p h e n ot y p e 

of t h e G e n e P y di s e a s e g e n e i m pli c at e d i n t h e p arti ci p a nt. F or 3 4 0 p arti ci p a nt s, t h er e w a s mi s si n g 

p h e n ot y p e d at a –  t y pi c all y t hi s w a s a n aff e ct e d r el ati v e wit h n o H P O t er m s. F or 3 2 0 p arti ci p a nt s, t h er e w a s 

i n suffi ci e nt H P O t er m s r e c or d e d t o a s s e s s f or p h e n ot y pi c o v erl a p b et w e e n t h e p arti ci p a nt’ s cli ni c al 

p h e n ot y p e a n d t h at of t h e i m pli c at e d di s e a s e g e n e. T h e s e w er e eit h er d u e t o a v er y li mit e d n u m b er of n o n -

s p e cifi c H P O t er m s or o nl y o n e H P O t er m r e c or d e d. T h er ef or e, t h e s e i n di vi d u al s w er e r e m o v e d fr o m 

d o w n str e a m a n al y si s. T h er e w er e 2 8 6 4 i n di vi d u al s w h o h a d s uffi ci e nt H P O t er m s t o a s s e s s p h e n ot y p e 

o v erl a p a n d f or 6 8 2/ 2 8 6 4 ( 2 3. 8 %) of t h e s e c a s e s, t h e p arti ci p a nt’ s H P O t er m s o v erl a p p e d wit h t h e cli ni c al 

pr e s e nt at i o n a s s o ci at e d wit h t h e t o p 5 r a n k e d G e n e P y di s e a s e g e n e. F or 2 1 7 3/ 2 8 6 4 ( 7 5. 9 %) of c a s e s, t h e 

p h e n ot y p e s w er e n o n -o v erl a p pi n g a n d f or 9/ 2 8 6 4 ( 0. 3 %) of c a s e s t h e p h e n ot y p e s w er e n ot o v erl a p pi n g b ut 

t h e i m pli c at e d g e n e w a s o n e of t h e A C M G 7 8 i n ci d e nt al fi n din g g e n e s.  

 

F or t h e 6 8 2 p arti ci p a nt s wit h a p ot e nti al mi s s e d di a g n o si s, v ari a nt s i n t h eir t o p 5 -r a n k e d g e n e (wit h a C A D D 

s c or e ≥  1 5 ) w er e dir e ctl y e xtr a ct e d fr o m t h eir v ari a nt c all fil e. I n t ot al, 8 4 7 u ni q u e v ari a nt s  w er e e xtr a ct e d . 

F oll o wi n g pri oriti s ati o n ( Fi g ur e 9 . 2), 1 2 2 t o p pri orit y, p ut ati v e mi s s e d di a g n o s e s w er e i d e ntifi e d s u p p ort e d 

b y p h a s e, Cli n V ar 1 1 3  cl a s sifi c ati o n s a n d A C M G/ A M P g ui d eli n e s ( S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 1 2 ).1 2 3  A t ot al 
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of 2 6 2 i n di vi d u al s w er e a s si g n e d ‘ Mi d dl e’ pri orit y d e m o n str ati n g s u p p orti v e e vi d e n c e f or a p ot e nti al mi s s e d 

di a g n o si s, w h er e b y f or m a n y t h er e w a s l a c k of p h a s e d d at a li miti n g A C M G di a g n o sti c p ot e nti al. S e v e nt y -

t w o i n di vi d u al s h a d s o m e, b ut w e a k e vi d e n c e f or a p ot e nti al mi s s e d di a g n o si s f or e x a m pl e d u e t o o n e 

v ari a nt b ei n g n o n -c o di n g o n t h e m at c h e d a n n ot ati o n fr o m E C BI a n d E M B L -E BI ( M A N E) 3 3 0  tr a n s cri pt a n d 

w er e a s si g n e d ‘ L o w’ pri orit y. T h er e w er e 2 2 9 c a s e s r ul e d a s n o n -di a g n o sti c, t y pi c all y d u e t o t h e v ari a nt s 

b ei n g i n ci s, b ei n g n o n-c o di n g o n t h e M A N E tr a n s cri pt, n ot s e gr e g ati n g wit h aff e ct e d a n d r el at e d i n di vi d u al s, 

a n d b ei n g c o m m o n i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s c all -s et ( T a bl e 9. 1 ). T h er e w er e t hr e e c a s e s w h er e b y o n e 

v ari a nt w a s a p L o F a n d t h e s e c o n d v ari a nt w a s n o n -c o di n g o n t h e M A N E tr a n s cri pt ( S u p pl e m e nt ar y 

D at a s et S D 1 2 ). Alt er n ati v e tr a n s cri pt s w er e c o n si d er e d f or t h e s e t hr e e c a s e s, h o w e v er t h e c o di n g 

tr a n s cri pt s h a d p o or o v er all e x pr e s si o n i n g n o m A D. I n 1 3 c a s e s, n o v ari a nt s w er e e xtr a ct e d b e c a u s e t h e 

i n di vi d u al h a d wit h dr a w n fr o m t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct.  

 

T A B L E 9 .1  | F L A G S A P P LI E D T O D E - P RI O RI TI S E V A RI A N T S  

V ari a nt pri orit y ( n o. 

of v ari a nt s)  

At l e a st o n e n o n -

c o di n g v ari a nt  

C o m m o n i n 

c all -s et  

D o e s n ot 

s e gr e g at e  

I n 

ci s  

N o 

s e c o n d hit  

T o p ( 1 2 2)  N A  N A  N A  N A  N A  

Mi d dl e ( 2 6 2)  1 2  N A  N A  N A  N A  

L o w ( 7 2)  4 8  N A  N A  N A  N A  

E x cl u d e ( 2 2 9)  7 3  2 2  6 3  7 1  6 1  

V ari a nt p air s w er e d e pri oriti s e d w h e n at l e a st o n e v ari a nt w a s n o n -c o di n g o n t h e M A N E tr a n s cri pt, a n y v ari a nt w a s 

c o m m o n i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct c all -s et ( > 5 %), t h e v ari a nt( s) di d n ot s e gr e g at e b et w e e n aff e ct e d 

i n di vi d u al s fr o m t h e s a m e f a mil y, v ari a nt s w er e i n ci s, or w h e n o nl y o n e h et er o z y g o u s v ari a nt w a s i d e ntifi e d. 

 

9 . 4 Di s c u s si o n  
 
A  g e n e p at h o g e ni cit y s c or e, G e n e P y , w a s a p pli e d t o a c o h ort of 7 8, 2 1 6 i n di vi d u al s r e cr uit e d t o t h e 1 0 0, 0 0 0 

G e n o m e s Pr oj e ct. Utili si n g r a n k e d i n di vi d u al s’ G e n e P y s c or e s f or 2 8 6 2 r e c e s si v e di s e a s e g e n e s, o utli er s 

wit h t h e hi g h e st G e n e P y s c or e s p er g e n e  w er e i d e ntifi e d . In di vi d u al s w h o r a n k e d i n t h e t o p 5 s c or e s f or 

e a c h g e n e  w er e s el e ct e d , wit h a n e x p e ct ati o n t h at t h e s e i n di vi d u al s m a y h ar b o ur mi s s e d bi all eli c 

di a g n o s e s.  
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Ei g ht -h u n dr e d a n d f ort y -s e v e n  i n di vi d u al s wit h a t o p 5 r a n k e d G e n e P y s c or e h a d a di a g n o si s r et ur n e d b y 

t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct. S e v e nt y -o n e p er c e nt ( 5 9 9/ 8 4 7) of t h e s e i n di vi d u al s h a d a di a g n o si s i n a t o p 

5 r a n k e d g e n e, d e m o n str ati n g h o w G e n e P y w a s a bl e t o r a pi dl y r e c o v er 7 1 % of di a g n o s e s, s h o wi n g 

p ot e nti al di a g n o sti c utilit y f or b ot h k n o w n a n d n o v el di s e a s e g e n e s. T h e r e m ai ni n g 2 4 8 c a s e s h a d 

di a g n o s e s i n d o mi n a nt g e n e s, wit h 8 1 di a g n o s e s b ei n g d e n o v o  a n d 1 6 1 b ei n g i n h erit e d fr o m a n aff e ct e d 

i n di vi d u al or t h e i n di vi d u al r e pr e s e nt e d a si n gl et o n.  

 

I n t ot al, 2 8 6 4 u n di a g n o s e d i n di vi d u al s w er e i d e ntifi e d wit h t o p 5 r a n k e d G e n e P y s c or e s, of w hi c h 6 8 2/ 2 8 6 4 

( 2 4 %) h a d p h e n ot y p e s o v erl a p pi n g wit h t h e cli ni c al f e at ur e s of t h eir t o p r a n k e d r e c e s si v e di s e a s e g e n e. 

F oll o wi n g pri oriti s ati o n a n d r e m o vi n g 1 3 c a s e s w h er e b y p arti ci p a nt s h a d wit h dr a w n fr o m t h e 1 0 0 K G P, 

1 2 2/ 6 6 9 ( 1 8 %) of t h e p h e n ot y p e -m at c h e d c a s e s h a d a p ut ati v e mi s s e d di a g n o s i s s u p p ort e d b y p h a s e, 

Cli n V ar cl a s sifi c ati o n s a n d A C M G -A M P g ui d eli n e s. All t h e s e fi n di n g s h a v e si n c e b e e n r et ur n e d t o 

G e n o mi c s E n gl a n d t hr o u g h t h eir Di a g n o sti c Di s c o v er y P at h w a y. F or 3 3 4/ 6 6 9 ( 5 0 %) of i n di vi d u al s,  v ari a nt s 

of i nt er e st i n a di s e a s e g e n e c o n si st e nt wit h t h e p arti ci p a nt’ s p h e n ot y p e w er e i d e ntifi e d wit h s o m e 

s u p p orti v e e vi d e n c e f or p at h o g e ni cit y, b ut oft e n p h a s e c o ul d n ot b e d et er mi n e d d u e t o mi s si n g p ar e nt al 

d at a. A d diti o n all y, f or m a n y of t h e s e c a s e s, t h e v ari a nt s c o ntri b uti n g t o t h e hi g h G e n e P y s c or e s w er e 

cl a s sifi e d a s V U S s a n d t h er ef or e r e q uir e a d diti o n al f u n cti o n al w or k -u p. W hil st f oll o w -u p of t h e s e v ari a nt s i s 

o ut si d e t h e s c o p e of t hi s c h a pt er , m a n y of t h e s e v ari a nt s, e v e n t h o s e pri oriti s e d i n t h e l o w c at e g or y, m a y 

r e pr e s e nt p at h o g e ni c v ari a nt s. F or e x a m pl e, n o n-c o di n g v ari a nt s w er e a s si g n e d t o a l o w er pri orit y gr o u pi n g, 

d e s pit e t h e m h a vi n g a C A D D s c or e ≥  1 5. It i s h o p e d t h at m a n y of t h e s e v ari a nt s m a y b e f u n cti o n all y 

i n v e sti g at e d i n t h e f ut ur e a s hi g h-t hr o u g h p ut m et h o d s t o m o d el V U S s a d v a n c e. 

 

A p pli c ati o n of G e n e P y h a s i d e ntifi e d p ut ati v e mi s s e d di a g n o s e s, w hi c h r ai s e s t h e q u e sti o n a s t o w h y t h e s e 

w er e n ot d et e ct e d a n d r et ur n e d b y t h e 1 0 0 K G P. F or t h e 1 0 0 K G P, r ef erri n g cli ni ci a n s r e c or d e d H P O t er m s, 

b ut t h e n u m b er r e c or d e d w a s v er y v ari a bl e; s o m e  p ati e nt s o nl y h a d 1 or 2 n o n -s p e cifi c t er m s r e c or d e d. 

T h e i n sili c o g e n e p a n el s el e cti o n u s e d t o a n al y s e g e n o m e s i n t h e 1 0 0 K G P w a s m a d e b y G E L b a s e d o n 

t h e H P O t er m s pr o vi d e d. T hi s w a s a m aj or li mit ati o n of t h e 1 0 0 K G P; a n d i n d e e d, 2 6 % of all di a g n o s e s 

m a d e fr o m t h e pr oj e ct w er e n ot o n t h e ori gi n al p a n el a p pli e d. 5  T hi s s h o w c a s e s t h e li mit ati o n s of p a n el -
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b a s e d str at e gi e s a n d hi g hli g ht s t h e n e e d f or p a n el -a g n o sti c m et h o d s s u c h a s G e n e P y t o r e c o v er mi s s e d 

di a g n o s e s.  

 

I n t ot al, G e n e P y i d e ntifi e d p ot e nti al mi s s e d di a g n o s e s i n 4 5 6/ 2 8 6 4 ( 1 6 %) of u n di a g n o s e d i n di vi d u al s w h o 

h a d a t o p -5 r a n k e d G e n e P y s c or e i n a r e c e s si v e di s e a s e g e n e. F ort y -ei g ht v ari a nt s w er e pr e vi o u sl y 

i d e ntifi e d a s V U S s b y G E L (S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 1 2 ). O n a v er a g e t hi s r e s ult e d i n t h e c ur ati o n of 

1. 2 a d diti o n al v ari a nt s p er p arti ci p a nt. T h er ef or e, t h e a p pli c ati o n of G e n e P y s u c c e s sf ull y u plift e d di a g n o si s 

r at e s wit h o ut  a d di n g l ar g e v ari a nt n u m b er s r e q uiri n g ti m e -c o n s u mi n g m a n u al c ur ati o n f or di a g n o sti c 

la b or at ori e s t o a s s e s s a n d cl a s sif y.  

 

G e n e P y 8 1  i s a n o p e n-s o ur c e tr a n sf err a bl e pi e c e of s oft w ar e t h at c a n b e s u c c e s sf ull y a p pli e d at s c al e. 

G e n e P y m atri c e s c a n b e u s e d a s r ef er e n c e d at a s et s f or ot h er c o h ort s a p pl yi n g t h e s a m e G e n e P y m et h o d s 

i. e. w h e n a p pl yi n g t h e s a m e d el et eri o u s m etri c, p o p ul ati o n r ef er e n c e d at a b a s e a n d q u alit y c o ntr ol 

t hr e s h ol d s. F or e x a m pl e, G e n e P y m a y b e a p pli e d t o a c o h ort of 1 0 s a m pl e s, w h er e b y t h e s e 1 0 i n di vi d u al s’ 

G e n e P y s c or e s c o ul d b e r a n k e d a g ai n st a l ar g er G e n e P y m atri x c o m pri si n g 1 0 0, 0 0 0 i n di vi d u al s. H o w e v er, 

G e n e P y m atri c e s f or g e n o m e s e q u e n ci n g d at a s h o ul d o nl y b e c o m p ar e d wit h ot h er g e n o m e s e q u e n ci n g 

d at a s et s, u nl e s s r e stri ct e d t o t h e s a m e t ar g et r e gi o n s of e x o m e d at a.  

 

9 . 4. 1  Li mit ati o n s a n d o p p ort u niti e s  
 
T h e a p pli c ati o n of G e n e P y t o t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct i s n ot wit h o ut it s li mit ati o n s. F or o n e, a n e ntir el y 

ar bitr ar y c ut -off of 5 w a s a p pli e d t o r a n k e d i n di vi d u al s. It i s e ntir el y p o s si bl e t h at a m or e p er mi s si v e v al u e 

m a y c a pt ur e a wi d er r a n g e of di a g n o s e s; h o w e v er, t hi s m u st b e b al a n c e d wit h t h e a d diti o n al n u m b er of 

v ari a nt s, p er i n di vi d u al, t h at w o ul d r e q uir e f urt h er s cr uti n y b y cli ni c al l a b or at ori e s.  

 

P h e n ot y p e o v erl a p w a s a s s e s s e d b et w e e n t h e p arti ci p a nt s’ H P O t er m s, a n d t h e cli ni c al f e at ur e s d e s cri b e d 

f or t h e di s e a s e-g e n e i n w hi c h t h e p arti ci p a nt s r a n k e d i n t h e t o p 5 G e n e P y s c or e s. F or 3 2 0 c a s e s, t h e H P O 

t er m s w er e s o li mit e d ( s o m eti m e s o nl y o n e H P O t er m w a s r e c or d e d) t h at it w a s n ot p o s si bl e t o r eli a bl y 

a s s e s s o v erl a p. T hi s r e pr e s e nt s a r e al -w orl d li mit ati o n of s e q u e n ci n g st u di e s w h er e b y t h er e i s oft e n 
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v ari a bilit y i n h o w s u b mitt er s r e c or d p h e n ot y p e d at a a n d hi g hli g ht s t h e i m p ort a n c e of a c c ur at e p h e n ot y pi n g. 

T hi s p h e n ot y p e c o m p ari s o n st e p w a s p erf or m e d m a n u all y o n 2 8 6 4 c a s e s. T hi s l ar g e n u m b er of c a s e s 

r e q uir e d 4 w e e k s of m a n u al c ur ati o n. A p pli c ati o n of a ut o m at e d m et h o d s t o c o m p ar e p arti ci p a nt H P O t er m s 

wit h di s e a s e g e n e p h e n ot y p e s m a y, i n t h e f ut ur e, h a s t h e p ot e nti al t o i n cr e a s e effi ci e n c y f or G e n e P y a p pli e d 

at s c al e. H o w e v er, it i s u nli k el y t h at cli ni c al or di a g n o sti c l a b or at ori e s a p pl yi n g G e n e P y w o ul d b e r e vi e wi n g 

t h o u s a n d s of i n di vi d u al s at o n c e, b ut r at h er o n a c a s e-b y -c a s e b a si s. A d diti o n all y, a ut o m at e d m et h o d s l a c k 

t h e cli ni c al k n o wl e d g e a n d e x p eri e n c e of a cli ni ci a n or cli ni c al s ci e nti st t h at m a y b e b ett er a bl e t o i nt elli g e ntl y 

c o m p ar e gr o u p s of si mil ar p h e n ot y p e s.  

 

I n t h e a p pli c ati o n of G e n e P y , C A D D v. 1. 6 w a s u s e d t o c a pt ur e a n d m o d el t h e gr e at e st br e a dt h of v ari ati o n 

i n a n u n bi a s e d w a y, b ut it m a y b e t h at i n c or p or ati o n of ot h er m etri c s f or diff er e nt v ari a nt t y p e s ( e. g. R E V E L4 7  

f or mi s s e n s e) m a y pr o v e m or e s o p hi sti c at e d i n a n i m pr o v e d m o d el. H o w e v er, t hi s i s li k el y t o r e q uir e 

m a c hi n e l e ar ni n g t o a p p orti o n i n sili c o w ei g hti n g s f airl y f or diff er e nt v ari a nt t y p e s. A  C A D D c ut off of ≥  1 5 

w a s a p pli e d t o a v oi d i n di vi d u al s a c cr ui n g hi g h G e n e P y s c or e s i n g e n e s of i n cr e a si n g l e n gt h, w h er e t h er e 

w a s a hi g h er c h a n c e of fi n di n g m ulti pl e ultr ar ar e v ari a nt s b y p ur e c h a n c e t h at w o ul d s c or e hi g hl y i n G e n e P y. 

W hil st u si n g a C A D D s c or e of ≥  1 5 r e d u c e d si g nifi c a nt  n oi s e a n d h el p e d i s ol at e p at h o g e ni c v ari a nt s, t hi s 

a p pr o a c h ri s k s mi s si n g s o m e p at h o g e ni c v ari a nt s wit h l o w er C A D D s c or e s.  

 

Fift y p er c e nt of i n di vi d u al s wit h a t o p 5 r a n k e d G e n e P y s c or e w er e u n aff e ct e d.  G e n e P y c urr e ntl y d o e s n ot 

utili s e p h a s e d d at a, m e a ni n g t h at s o m e hi g h s c or e s m a y r e pr e s e nt v ari a nt s i n h erit e d i n ci s; i n d e e d, t hi s 

w a s o b s er v e d i n 7 1 c a s e s (T a bl e 9 .1 ). H o w e v er, t h er e w a s a c o n s ci o u s eff ort n ot t o li mit G e n e P y t o n u cl e ar 

f a mili e s wit h p ar e nt al d at a si n c e t hi s d o e s n ot r e pr e s e nt r e al-w orl d e x a m pl e s  a n d w o ul d di s a d v a nt a g e n o n -

p ar e nt/ c hil d f a mili e s, w h er e p h a s e c a n n ot b e d et er mi n e d. I n t h e f ut ur e, t hi s c o ul d p er h a p s b e miti g at e d wit h 

l o n g r e a d s e q u e n ci n g d at a. 

 

W hil st t h e a p pli c ati o n of G e n e P y h er ei n f o c u s e d  o n i d e ntifi c ati o n of p ot e nti al mi s s e d r e c e s si v e di s e a s e, 

t h er e m a y al s o b e o p p ort u niti e s t o a p pl y it i n a ut o s o m al d o mi n a nt di s e a s e s. W h e n s cr uti ni si n g t h e v ari a nt s 

of i n di vi d u al s wit h p ot e nti al mi s s e d di a g n o s e s, 6 1 i n di vi d u al s w er e i d e ntifi e d t h at r a n k e d i n t h e t o p 5 
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G e n e P y s c or e s f or a gi v e n g e n e, y et t h e y o nl y h a d o n e v ari a nt wit h a C A D D s c or e ≥  1 5 i n t h at g e n e. M o st 

c o m m o nl y t h e s e i n di vi d u al s h ar b o ur e d pr e di ct e d l o s s -of -f u n cti o n v ari a nt s w hi c h ar e u p w ei g ht e d i n t h e 

G e n e P y st ati sti c. T h er ef or e, t h er e m a y b e utilit y of G e n e P y a p pli e d t o  h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s, b ut 

it i s li k el y t h at a m or e stri n g e nt C A D D c ut off, s u c h a s ≥  2 0, or li miti n g t h e G e n e P y st ati sti c t o t h e hi g h e st 

s c ori n g v ari a nt i s n e c e s s ar y t o a p p orti o n l o w er G e n e P y s c or e s t o i n di vi d u al s w h o w o ul d o t h er wi s e a c cr u e 

hi g h s c or e s fr o m m ulti pl e r ar e, b ut b e ni g n v ari a nt s wit h l o w er C A D D s c or e s.   

 

G e n e P y al s o h a s p ot e nti al t o i d e ntif y n o v el di s e a s e g e n e s. If m ulti pl e t o p -r a n ki n g i n di vi d u al s a cr o s s t h e 

s a m e n o v el g e n e s h ar e si mil ar cli ni c al f e at ur e s, t hi s m a y s u p p ort t h e di s c o v er y of n e w di s e a s e g e n e s. F or 

n o v el h a pl oi n s uffi ci e nt g e n e s, u n p u bli s h e d d at a fr o m o ur r e s e ar c h gr o u p s u g g e st t h at G e n e P y p erf or m s 

b e st w h e n li mit e d t o hi g h C A D D s c or e s e. g. C A D D > 2 0, w h er e a s r e c e s si v e g e n e s m a y b e n efit fr o m a m or e 

p er mi s si v e C A D D c ut off.  

 

9 . 5 C o n cl u si o n  
 
T h e a p pli c ati o n of G e n e P y t o ~ 7 8, 0 0 0 i n di vi d u al s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct h a s i d e ntifi e d 1 2 2 

p ut ati v e mi s s e d bi all eli c di a g n o s e s i n k n o w n a ut o s o m al r e c e s si v e di s e a s e g e n e s t h at ar e b ei n g r et ur n e d 

t o p arti ci p a nt s t hr o u g h t h e G e n o mi c s E n gl a n d di a g n o stic di s c o v er y p at h w a y. S el e cti n g t h e t o p 5 r a n k e d 

i n di vi d u al s f or 2 8 6 4 a ut o s o m al r e c e s si v e g e n e s yi el d e d r e vi e w of o nl y 1. 2 a d diti o n al v ari a nt s p er i n di vi d u al, 

r e n d eri n g G e n e P y a u s ef ul t o ol t o i d e ntif y bi all eli c v ari a nt s of i nt er e st wit h o ut si g nifi c a ntl y b u r d e ni n g 

di a g n o sti c l a b or at ori e s wit h a d diti o n al v ari a nt s t o a s s e s s. A dil e m m a f or m a n y di a g n o sti c l a b or at ori e s i s 

h o w t o li mit n u m b er of v ari a nt s r e q uiri n g a s s e s s m e nt wit h o ut mi s si n g di a g n o s e s. W hil st str at e gi e s t o 

pri oriti s e d o mi n a nt di s e a s e s ar e w ell e st a bli s h e d e. g. d e n o v o  a n al y si s or E x o mi s er 1 3 4 , t h er e ar e li mit e d 

t o ol s f or pri oriti si n g r e c e s si v e c o n diti o n s. G e n e P y i s a u s ef ul p a n el-a g n o sti c a dj u n ct t o e x o m e a n d g e n o m e 

a n al y si s pi p eli n e s t o u plift di a g n o s e s of r e c e s si v e di s e a s e.
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C h a pt e r 1 0  | ‘ Hi P P o’ i m pr o v e s di a g n o sti c effi ci e n c y i n t h e 
G e n o m i c M e di ci n e S er vi c e  
 

1 0 . 0  C o nt ri b uti o n st at e m e nt  
 
T hi s c h a pt er d e s cri b e s a n d t e st s  a n e w p a n el -a g n o sti c str at e g y ‘ Hi P P o’ . I d e v el o p e d t h e c o n c e pt of t hi s 

m et h o d a n d d e si g n e d a n d m a n a g e d a pr oj e ct t h at t e st e d it o n r e s e ar c h e x o m e s, c o m p ari n g t h e a p pr o a c h 

t o r e s ult s pr o vi d e d t hr o u g h t h e N H S G e n o mi c M e di ci n e S er vi c e. I w a s pr o vi d e d wit h s e c ur e N H S a c c e s s 

t o a l o c al S o ut h a m pt o n d at a b a s e of p ati e nt s a n d f a mili e s wit h r ar e g e n eti c di s e a s e s w h o w er e i nt er e st e d 

i n a r e s e ar c h e x o m e; t hi s w a s pr o vi d e d b y P. C o st ell o (r e s e ar c h n ur s e) a n d Dr D . H u nt  ( c o n s ult a nt 

g e n eti ci st) . I a p pr o a c h e d 1 0 f a mili e s, of w hi c h s e v e n f a mili e s a gr e e d t o j oin t h e st u d y. I c o n s e nt e d all s e v e n 

f a mili e s a n d o bt ai n e d bl o o d s a m pl e s f or t h o s e w h o di d n ot alr e a d y h a v e D N A st or e d. N . Gr a h a m e 

p erf or m e d D N A e xtr a cti o n fr o m t h e s e w h ol e bl o o d s a m pl e s. O n e f a mil y w a s r e cr uit e d b y Dr R.  Gil b ert. 

St or e d D N A o n f a mili e s w a s pr o vi d e d b y Dr S . T h o m a s at t h e W e s s e x R e gi o n al G e n eti c s L a b or at or y. D N A 

w a s s e nt o n dr y i c e t o t h e U S A, w h er e b y w h ol e e x o m e s e q u e n ci n g w a s p erf or m e d at t h e Br o a d I n stit ut e of 

MI T a n d H ar v ar d a n d l at er m a d e a v ail a bl e f or a n al y si s. Dr S . T h o m a s pr o vi d e d p at i e nt s’ ‘ti er e d’ v ari a nt 

r e s ult s t h at w er e r et ur n e d t o t h e W e s s e x R e gi o n al G e n eti c s L a b or at or y fr o m t h e N H S G e n o mi c M e di ci n e 

S er vi c e. All ot h er w or k w a s e ntir el y m y o w n.  T hi s w or k i s a v ail a bl e a s a pr e pri nt : S E A B Y, E. G., T h o m a s, 

N S., H u nt, D., B ar all e, D., R e h m, H. L., O' D o n n ell -L uri a, A. L., & E n ni s, S. ( 2 0 2 3). A p a n el -a g n o sti c str at e g y" 

Hi P P o" i m pr o v e s di a g n o sti c effi ci e n c y i n t h e U K G e n o m e M e di ci n e S er vi c e.  m e d R xi v, 2 0 2 3 -0 1  (A p p e n di x 

P a p er 1 4 ).3 5 6  

 

1 0 . 1  I nt r o d u cti o n 
 
G e n o m e s e q u e n ci n g i s n o w a v ail a bl e a s a di a g n o sti c t e st o n t h e N ati o n al H e alt h S er vi c e ( N H S) i n t h e U K, 

off er e d t hr o u g h t h eir G e n o m i c M e di ci n e S er vi c e ( G M S). Wit h t h e c o st of g e n o m e s e q u e n ci n g b e c o mi n g 

e v er c o m p etiti v e, g e n o m e s e q u e n ci n g i s b e gi n ni n g t o s u p er s e d e e x o m e s e q u e n ci n g i n s o m e i n stit ut e s, 

i n cl u di n g i n t h e N H S.1 3 2  H o w e v er, o n e of t h e c h all e n g e s i n di a g n o si n g p ati e nt s wit h r ar e di s e a s e i s t h e 

e x p a n d e d s c o p e of a n al y si s a n d n e e d t o c orr el at e r e s ult s wit h p h e n ot y p e. 1  G e n o m e s e q u e n ci n g pr o d u c e s 
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3 -4 milli o n v ari a nt s p er i n di vi d u al; t h er ef or e, str at e gi e s t o r e d u c e n oi s e a n d f o c u s o n t h e m o st s ali e nt 

r e gi o n s of D N A h a v e b e e n a d o pt e d, i n cl u di n g u s e of virt u al g e n e p a n el s. 1 1 8, 3 2 9  F or t h e N H S, t hi s i s t h eir 

pri m ar y a n al yti c al str at e g y, m e a ni n g t h at d e s pit e s e q u e n ci n g a n d st ori n g a n e ntir e g e n o m e, o nl y a fr a cti o n 

of t h e g e n o m e i s a ct u all y a n al y s e d. C o n s e q u e ntl y, t hi s ri s k s mi s si n g p at h o g e ni c v ari a nt s t h at w o ul d h a v e 

b e e n i d e ntifi e d if m or e r e gi o n s of t h e g e n o m e h a d b e e n a s s e s s e d. 

 

All t h at s ai d, t h er e r e m ai n s a tr a d e -off b et w e e n utili si n g t h e br e a dt h of s e q u e n ci n g d at a a v ail a bl e ( s u c h a s 

f or a g e n o m e) a n d t h e n u m b er of v ari a nt s t h at r e q uir e a s s e s s m e nt b y cli ni c al l a b or at ori e s. Filt eri n g i s 

n e c e s s ar y t o r e d u c e t h e n u m b er of v ari a nt s i d e ntifi e d t o a m a n a g e a bl e n u m b er t h at N H S l a b or at ori e s c a n 

a n al y s e, cl a s sif y wit h r e s p e ct t o p at h o g e ni cit y, a n d i nt er pr et wit h r e s p e ct t o c a u s alit y of t h e p ati e nt’ s 

s y m pt o m s i n a r e a s o n a bl e a n d a c c e pt a bl e ti m efr a m e.  

 

T h e G M S, w hi c h pri m aril y s e q u e n c e s tri o s, a d o pt s a w or kfl o w si mil ar t o t h at u s e d i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s 

Pr oj e ct, w hi c h pr e d at e d t h e G M S. 3, 1 3 2  Fir st t h e d at a ar e filt er e d b y i n h erit a n c e p att er n( s), d at a q u alit y, a n d 

all el e fr e q u e n c y. F oll o wi n g t hi s, t h e r e m ai ni n g v ari a nt s ar e filt er e d b y a g e n e p a n el( s) s el e ct e d b y t h e 

cli ni ci a n w h e n t h e t e st i s or d er e d, m e a ni n g t h at o nl y c o di n g r e gi o n s ar e c o n s i d er e d. S h ort v ari a nt s a n d 

c o p y n u m b er v ari a nt s ( C N V s) o v erl a p pi n g t h e g e n e p a n el ar e r et ur n e d f or a n al y si s (“ Ti er e d v ari a nt s”). T h e 

o nl y v ari a nt s m a n d at e d t o b e a s s e s s e d o ut si d e of t h e g e n e p a n el( s) ar e ‘ g e n e a g n o sti c v ari a nt s’ c o m pri si n g 

d e n o v o  c o di n g v ari a nt s a n d E x o mi s er 1 3 4  t o p 3 r a n k e d v ari a nt s w hi c h ar e n ot filt er e d o n q u alit y (Fi g ur e 

1 0 .1 ).
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F I G U R E 1 0 .1  | G E N O M E M E DI CI N E S E R VI C E W O R K F L O W F O R G E N O M E S E Q U E N CI N G O N T H E N H S  

 
Ti er 1 v ari a nt s ar e d efi n e d a s pr e di ct e d l o s s of f u n cti o n v ari a nt s or d e n o v o v ari a nt s i n a gr e e n g e n e o n t h e g e n e p a n el( s) a p pli e d. Ti er 
2 v ari a nt s ar e d efi n e d a s c o di n g v ari a nt s +/ - 8 b p ( e x cl u di n g s y n o n y m o u s) o n a n y tr a n s cri pt i n t h e p a n el a p pli e d. T h e g e n e a g n o sti c 
filt er i n cl u d e s t o p 3 E x o mi s er r a n k v ari a nt wit h s c or e of ≥ 0. 9 5 a n d a n y d e n o v o ( c o di n g) v ari a nt. Ti er A i s d efi n e d b y a C N V ( > 1 0 K B) 
o v erl a p pi n g a Cli n G e n c ur at e d p at h o g e ni c r e gi o n r el e v a nt t o a p a n el a p pli e d or a C N V o v erl a p pi n g wit h a gr e e n g e n e i n t h e p a n el 
a p pli e d. A n o n y mi s e d s e q u e n ci n g d at a ar e a v ail a bl e f or s o m e p ati e nt s i n t h e G e n o mi c s E n gl a n d ( G E L) R e s e ar c h E n vir o n m e nt. * G e n e  
p a n el s ar e s el e ct e d u si n g P a n el A p p b y t h e r ef erri n g cli ni ci a n.
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I n c o ntr a st t o g e n o m e s e q u e n ci n g, e x o m e s e q u e n ci n g t ar g et s o nl y c o di n g r e gi o n s of D N A. H o w e v er, m o st 

v ari a nt s filt er e d i n t h e G M S str at e g y ( Ti er 1, Ti er 2, a n d g e n e a g n o sti c v ari a nt s) w o ul d b e c a pt ur e d b y a n 

e x o m e  al o n e . Gi v e n t h e k n o w n li mit ati o n s of e x o m e s e q u e n ci n g3 6 0 , g e n o m e s off er b ett er c o v er a g e ( e v e n 

f or c o di n g r e gi o n s) t h a n e x o m e s d o a n d ar e f ar s u p eri or f or i d e ntif yi n g C N V s a n d ot h er str u ct ur al v ari a nt s. 3 6 1  

All t h at s ai d, g e n o m e d at a ar e c o stl y t o st or e a n d pr o c e s s c o m p ut ati o n all y a n d t hi s s h o ul d b e c o n si d er e d 

al o n g si d e t h e b e n efit s t o h a vi n g a c c e s s t o n o n -c o di n g d at a, p arti c ul arl y if t h o s e d at a ar e m o stl y 

i g n or e d.1 3, 3 6 2  

 

P a n el b a s e d a p pr o a c h e s t h at r e stri ct a n al y s e s t o cli ni c all y r el e v a nt g e n e s cl e arl y h a v e m erit, y et 2 6 % of 

di a g n o s e s m a d e t hr o u g h t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct w er e n ot o n t h e ori gi n al g e n e p a n el a p pli e d. 3 2 6  

T h er ef or e, c o m pl e m e nt ar y a p pr o a c h e s t h at l o o k b e y o n d g e n e p a n el s ar e w arr a nt e d. H o w e v er, t hi s m u st 

b e b al a n c e d wit h t h e p ot e nti al of i n cr e a si n g t h e n u m b er of v ari a nt s t h at r e q uir e a s s e s s m e nt b y r e p orti n g 

l a b or at ori e s. C urr e ntl y t h e G M S a s s e s s e v er y v ari a nt t h at i s i n a ‘ gr e e n’ g e n e i n t h e P a n el A p p1 1 8  g e n e p a n el 

a p pli e d, r e g ar dl e s s of i n sili c o pr e di cti o n s. M etri c s s u c h a s C A D D 3 5 8 , R E V E L4 7 , a n d S pli c e AI6 4  c a n h el p 

r e d u c e n oi s e, f a cilit ati n g t h e a s s e s s m e nt of v ari a nt s a cr o s s a wi d er s p e ctr u m of g e n e s wit h o ut t o o m u c h 

a d diti o n al b ur d e n. T hi s  pri n ci pl e w a s e x pl oit e d b y a d o pti n g a p a n el a g n o sti c a p pr o a c h t h at filt er s v ari a nt s 

of Hi g h P at h o g e ni c P o t e nti al ( Hi P P o) a cr o s s t h e e x o m e b y utili si n g i n sili c o pr e di cti o n s c or e s, all el e 

fr e q u e n c y, a n d Cli n V ar1 1 3  (Fi g ur e 1 0 .2 ). 

 

T hi s st u d y c o m p ar e s t w o diff er e nt filt eri n g a p pr o a c h e s; o n e a p pli e d t o e x o m e s e q u e n ci n g d at a p erf or m e d 

i n a r e s e ar c h s etti n g a n d a n ot h er a p pr o a c h a p pli e d t o g e n o m e s e q u e n ci n g p erf or m e d o n t h e s a m e p ati e nt s 

t hr o u g h t h e G M S i n a cli ni c al s etti n g. A g e n e -a g n o sti c a p pr o a c h, Hi P P o, i s a p pli e d t o e x o m e d at a, w h er e b y 

t h e r e s ult a nt di a g n o sti c yi el d i s c o m p ar e d wit h t h e str at e g y a p pli e d b y t h e G M S. T h e c h a pt er ai m s  t o 

i m pr o v e u p o n b ot h t h e effi ci e n c y a n d di a g n o sti c r at e s of c urr e nt G M S st a n d ar d s, w hil st tr yi n g t o mi ni mi s e 

t h e n u m b er of v ari a nt s r e q uiri n g a s s e s s m e nt b y cli ni c al l a b or at ori e s.
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F I G U R E 1 0 .2  | A  P R O P O S E D M E T H O D F O R I M P R O VI N G DI A G N O S TI C YI E L D A N D E F FI CI E N C Y  

 
C o m p ari s o n of t h e c urr e nt N H S a p pr o a c h v er s u s t h e pr o p o s e d Hi P P o m et h o d f or a n e x a m pl e c a s e ( F A M 6). P ati e nt v ari a nt s  ar e 

i d e ntifi e d. I n t hi s e x a m pl e, t h er e i s a p at h o g e ni c v ari a nt (d a s h e d cir cl e ) wit hi n t h e i d e ntifi e d li st of v ari a nt s. T o mi ni mi s e t h e n u m b er of 

v ari a nt s a s s e s s e d, t h e N H S h a s a d o pt e d a m et h o d ( A ) t h at l o o k s i n s m all r e gi o n s of t h e D N A ( a p a n el of g e n e s) a n d a s s e s s e s t h e 

v ari a nt s wit hi n t h at r e gi o n. If t h e c a u s al v ari a nt i s i n a r e gi o n of t h e D N A n ot a s s e s s e d, t h e n t h e di a g n o si s i s mi s s e d. T h e  r e vi s e d 

a p pr o a c h  (B ) c a pt ur e s a l ar g er r e gi o n of D N A (i n cl u di n g all g e n e s), b ut o nl y l o o k s at v ari a nt s pr e di ct e d t o b e d a m a gi n g or s u b mitt e d a s 

P/ L P t o Cli n V ar ( s oli d bl a c k cir cl e). A s a r e s ult, a l ar g er ar e a of D N A i s a s s e s s e d, w hil st a s s e s si n g f e w er v ari a nt s o v er all. T hi s ai m s t o 

r e s ult i n a hi g h er di a g n o sti c r at e p er n u m b er of v ari a nt s a s s e s s e d, d e s pit e a n al y si n g a l ar g er r e gi o n of t h e g e n o m e t h a n t y pi c all y 

a p pli e d i n a g e n e p a n el.
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1 0 . 2  M et h o d s  
 

1 0 . 2. 1  R e c r uit m e nt a n d p ati e nt d e m o gr a p hi c s  
 

Cli ni c al G e n eti ci st s at U ni v er sit y H o s pit al S o ut h a m pt o n w er e i n vit e d t o i d e ntif y a n d a p pr o a c h p ati e nt s a n d 

f a mili e s wit h s u s p e ct e d m o n o g e ni c di s e a s e f or r e cr uit m e nt t o a r e s e ar c h st u d y ‘ U s e of N G S t e c h n ol o gi e s 

f or r e s ol vi n g cli ni c al p h e n ot y p e s’ (I R A S: 2 1 2 9 4 5; R E C: 1 7/ Y H/ 0 0 6 9). I d e ntifi e d i n di vi d u al s t h at s h o w e d 

i nt er e st w er e i n p utt e d i nt o a s pr e a d s h e et st or e d b e hi n d t h e N H S fir e w all wit hi n U ni v er sit y H o s pit al 

S o ut h a m pt o n’ s ‘ C H A R T S’ s oft w ar e. T h e s e i n di vi d u al s g a v e p er mi s si o n t o b e c o nt a ct e d f or f or m al 

r e cr uit m e nt. R e cr uit e d i n di vi d u al s w er e eli gi bl e f or a r e s e ar c h e x o m e t hr o u g h t h e C e ntr e  f or M e n d eli a n 

G e n o mi c s 1 2 8  at t h e Br o a d I n stit ut e.  

 

T w e nt y -fi v e i n di vi d u al s fr o m ei g ht  f a mili e s w er e r e cr uit e d t o t h e r e s e ar c h e x o m e st u d y. All p arti ci p a nt s w er e 

al s o r e cr uit e d f or g e n o m e s e q u e n ci n g o n t h e N H S t hr o u g h t h e G M S, f a cilit ati n g a p ar all el c o m p ari s o n st u d y 

(Fi g ur e 1 0. 3 ), pr o vi di n g a n o p p ort u nit y t o e v al u at e t h e s e t w o s e q u e n ci n g a n d a n al y si s str at e gi e s. All 

p arti ci p a nt s c o n s e nt e d f or t h eir d at a t o b e s h ar e d.
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F I G U R E 1 0 .3  | O V E R VI E W O F P A TI E N T R E C R UI T M E N T A N D A N A L Y SI S  

 

Ei g ht  f a mili e s w er e r e cr uit e d f or a p ar all el W G S ( o n t h e N H S t hr o u g h t h e G M S) a n d a r e s e ar c h e x o m e. Diff er e nt d at a a n al y si s 

str at e gi e s w er e a p pli e d t o t h e e x o m e ( Hi P P o) v s g e n o m e s e q u e n ci n g d at a ( a d o pti n g a p a n el -b a s e d str at e g y a s o utli n e d b y t h e G M S). 

V ari a nt s  r e p ort e d w er e c o m p ar e d b et w e e n a n al y si s str at e gi e s i n cl u di n g t h e ti m e t a k e n, H P O t er m s u s e d, n u m b er of v ari a nt s a s s e s s e d 

a n d r e s ult s r e p ort e d. 
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F or t h e r e s e ar c h e x o m e st u d y, p ati e nt p h e n ot y p e s w er e e xtr a ct e d fr o m t h e cli ni c al n ot e s a n d r e c or d e d a s 

H u m a n P h e n ot y p e O nt ol o g y ( H P O) t er m s i n a m a n u all y e n cr y pt e d d at a b a s e. T h e p ati e nt s ’ cli ni ci a n s  al s o 

i n d e p e n d e ntl y r e c or d e d H P O t er m s w h e n r e q u e sti n g t h e G M S g e n o m e s e q u e n ci n g t e st. B ot h t h e cli ni ci a n 

a n d I  w er e bli n d e d t o e a c h ot h er’ s c ur at e d H P O t er m s. T h e f a mil y str u ct ur e s of t h e 8 f a mili e s ( 7 tri o s a n d a 

q u a d), i n di vi d u al I D s, a n d p h e n ot y p e s ar e d e s cri b e d i n T a bl e 1 0 .1 . 

 

1 0 . 2. 2  E x o m e s e q u e n ci n g a n d pi p eli n e  
 

Q u alit y c o ntr ol a s s e s s m e nt of t h e D N A fr o m t h e 2 5 s a m pl e s r e v e al e d t h at i n di vi d u al (F A M _ 4 _ 1 2) , t h e 

m ot h er  i n t h e f a mil y ( F A M _ 4) c o m pri si n g a q u a d of p ar e nt s a n d m o n o z y g oti c t wi n s , h a d i n s uffi ci e nt D N A 

q u alit y . It w a s n ot p o s si bl e t o o bt ai n a r e p e at s a m pl e i n ti m e f or i n cl u si o n i n t h e r e s e ar c h e x o m e p orti o n of 

t hi s st u d y. H o w e v er, t hi s p arti ci p a nt h a d g e n o m e s e q u e n ci n g t hr o u g h t h e G M S. I n t h e G M S, q u a d s ar e 

s e q u e n c e d a s t w o s e p ar at e tri o s, t h er ef or e f a mil y F A M _ 4 w a s e x o m e s e q u e n c e d wit h o ut m at er n al d at a 

(f at h er, t wi n A, t wi n B) f or t h e r e s e ar c h p orti o n of t h e st u d y, b ut w a s g e n o m e s e q u e n c e d t hr o u g h t h e G M S 

a s t w o s e p ar at e tri o s ( m ot h er, f at h er, t wi n A) a n d ( m ot h er, f at h er, t wi n B).  

 

A t ot al of 2 4 s a m pl e s fr o m 8 f a mili e s m et q u alit y st a n d ar d s n e c e s s ar y f or r e s e ar c h e x o m e s e q u e n ci n g at 

t h e Br o a d I n stit ut e (S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 1 0 ). Li br ari e s fr o m D N A s a m pl e s w er e cr e at e d wit h a n Ill u mi n a 

e x o m e c a pt ur e ( 3 7 M b t ar g et) a n d s e q u e n c e d o n a N o v a S e q 6 0 0 0 m a c hi n e u si n g t h e N o v a S e q X P 

w or kfl o w t o c o v er > 8 5 % of t ar g et s at > 2 0 x, c o m p ar a bl e t o ~ 5 5 x m e a n c o v er a g e. T h e s a m pl e s u n d er w e nt 

Q C a s p r e vi o u sl y d e s cri b e d a n d w er e pr o c e s s e d t hr o u g h t h e G A T K b e st pr a cti c e s pi p eli n e. 3 6 3  T h e s a m pl e s 

w er e j oi nt c all e d wit h > 1 5, 0 0 0 ot h er s a m pl e s a n d a d d e d t o s e qr 3 6 4  (htt p s:// s e qr. br o a di n stit ut e. or g ), a n 

e x o m e/ g e n o m e a n al y si s s oft w ar e h o st e d o n t h e cl o u d pl atf or m T err a ( htt p s:// a p p.t err a. bi o ). 

https://seqr.broadinstitute.org/
https://app.terra.bio/
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T A B L E 1 0 .1  | S A M P L E S A N D P H E N O T Y P E S O F P A TI E N T S R E C R UI T E D F O R A P A R A L L E L R E S E A R C H E X O M E A N D N H S  G E N O M E  

S a m pl e s  Cli ni c al d at a   

F a m _I D  P r o _I D  P at _I D  M at _I D  Si b _I D  A g e  S e x  W E S p h e n ot y p e - H P O t e r m s i d e ntifi e d fr o m cli ni c al n ot e s  W G S p h e n ot y p e - H P O t e r m s i d e ntifi e d b y 
cli ni ci a n  

W G S - G e n e P a n el a p pli e d  

F A M _ 1  1  2  3    0 -5  M  G a str o e s o p h a g e al r efl u x, M y o pi a , D el a y e d er u pti o n of pri m ar y t e et h, 
Tri a n g ul ar f a c e, Pr o mi n e nt f or e h e a d, C o w mil k all e r g y , E g g all e r g y , 
N ut f o o d pr o d u ct all e r g y , S a c r al di m pl e , Cli n o d a ct yl y of t h e 5t h 
fi n g e r, S h ort 5t h t o e , 2 -3 t o e s y n d a ct yl y , Mil d gl o b al 
d e v el o p m e nt al d el a y, D el a y e d s p e e c h a n d l a n g u a g e d e v el o p m e nt, 
Oli g o h y dr a m ni o s  

Gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y; D el a y e d s p e e c h a n d 
l a n g u a g e d e v el o p m e nt; Tri a n g ul ar f a c e; Pr o mi n e nt 
f or e h e a d; F e e di n g diffi c ulti e s; D el a y e d gr o s s m ot or 
d e v el o p m e nt; Oli g o h y dr a m ni o s; D el a y e d er u pti o n of 
pri m ar y t e et h.  

I nt ell e ct u al di s a bilit y (R. 2 9. 4 ), C o n g e nit al m alf or m ati o n 
a n d d y s m or p hi s m s y n dr o m e s ( R 2 7. 3 ), S k el et al 
d y s pl a si a ( R 1 0 4. 3 ), Li k el y i n b or n err or of m et a b oli s m 
(R 9 8. 2 ) 

F A M _ 1  2        4 1 -4 5  M  u n aff e ct e d  u n aff e ct e d   
F A M _ 1  3        4 1 -4 5  F  u n aff e ct e d  u n aff e ct e d   

F A M _ 2  4  5  6    6 -1 0  M  Si m pl e e a r , A sti g m ati s m , O b e sit y, P at c h y h y p o - a n d 
h y p e r pi g m e nt ati o n , 2 -3 t o e s y n d a ct yl y , S h ort fi n g e r , S p e cifi c 
l e a r ni n g di s a bilit y, Gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, I nt ell e ct u al 
di s a bilit y, D el a y e d s p e e c h a n d l a n g u a g e d e v el o p m e nt  

C hr o ni c otiti s m e di a, O b e sit y, S e v er e i nt ell e ct u al 
di s a bilit y, A uti sti c b e h a vi o ur, Gl o b al d e v el o p m e nt al 
d el a y  

I nt ell e ct u al di s a bilit y (R. 2 9. 4 ), s e v er e e arl y o n s et 
o b e sit y ( R 1 4 9. 1 ) 

F A M _ 2  5        3 1 -3 5  M  u n aff e ct e d  u n aff e ct e d   
F A M _ 2  6        3 1 -3 5  F  u n aff e ct e d  u n aff e ct e d   

F A M _ 3  7  8  9    6 -1 0  F  L o w -s et e a r s , H y p e r m etr o pi a , A b n or m alit y of t h e p al m ar cr e a s e s, 
Br o a d di st al p h al a n g e s of all fi n g e r s , S h all o w or bit s , Cr a ni al 
a s y m m etr y , Pl a gi o c e p h al y, Mil d gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y , 
I nt ell e ct u al di s a bilit y 

T hi n u p p er li p v er milli o n, L o n g p hiltr u m , 
D o w n sl a nt e d p al p e br al fi s s ur e s , D e e p p al m ar 
cr e a s e, I nt ell e ct u al di s a bilit y, Pl a gi o c e p h al y  

I nt ell e ct u al di s a bilit y (R 2 9. 4 ) 

F A M _ 3  8        6 1 -6 5  M  u n aff e ct e d   u n aff e ct e d   
F A M _ 3  9        4 6 -5 0  F  u n aff e ct e d   u n aff e ct e d   

F A M _ 4  1 0  1 1  1 2  1 3  4 6 -5 0  F  D el a y e d a bilit y t o w al k , D el a y e d s p e e c h a n d l a n g u a g e 
d e v el o p m e nt , S p a sti c p ar a p ar e si s, Gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y 

Gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, I nt ell e ct u al di s a bilit y, 
a n d S p a sti c p ar a p ar e si s  

I nt ell e ct u al di s a bilit y (R 2 9. 4 ) 

F A M _ 4  1 1        7 6 -8 0  M  u n aff e ct e d  u n aff e ct e d   
F A M _ 4  1 2        7 6 -8 0  F  u n aff e ct e d  u n aff e ct e d   
F A M _ 4  1 3        4 6 -5 0  F  D el a y e d a bilit y t o w al k , D el a y e d s p e e c h a n d l a n g u a g e 

d e v el o p m e nt , S ei z ur e, S p a sti c p ar a p ar e si s, Gl o b al d e v el o p m e nt al 
d el a y  

D e v el o p m e nt al d el a y, I nt ell e ct u al di s a bilit y, S p a sti c 
p ar a p ar e si s, a n d S ei z ur e  

I nt ell e ct u al di s a bilit y (R 2 9. 4 ) 

F A M _ 5  1 4  1 5  1 6    0 -5  F  Pr o mi n e nt f or e h e a d, L o w h a n gi n g c ol u m ell a, Pr o mi n e nt fi n g e rti p 
p a d s , Pr e a uri c ul a r pit , H y p o pi g m e nt e d m a c ul e , Fr o nt al b o s si n g, 
Fl at o c ci p ut , J oi nt h y p e r m o bilit y , C o nfl u e nt h y p e ri nt e n sit y of 
c e r e br al w hit e m att e r o n M RI , Mil d gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, 
P ol y di p si a  

Pr o mi n e nt f or e h e a d, M o d er at e gl o b al d e v el o p m e nt al 
d el a y, R el ati v e m a c r o c e p h al y , A n xi et y , L o w 
h a n gi n g c ol u m ell a  

I nt ell e ct u al di s a bilit y (R 2 9. 4 ) 

F A M _ 5  1 5        2 6 -3 0  M  u n aff e ct e d  u n aff e ct e d   
F A M _ 5  1 6        2 1 -2 5  F  u n aff e ct e d  u n aff e ct e d   

F A M _ 6  1 7  1 8  1 9    0 -5  F  E pi c a nt hi c f ol d s, J oi nt h y p e r m o bilit y , Gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, 
I nt ell e ct u al di s a bilit y, I n cr e a s e d n u c h al tr a n sl u c e n c y 

Gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, I n cr e a s e d pr e n at al 
n u c h al tr a n sl u c e n c y, S h ort t o e n ail s , E pi c a nt hi c f ol d s 

I nt ell e ct u al di s a bilit y (R 2 9. 4 ) 

F A M _ 6  1 8        3 1 -3 5  M  u n aff e ct e d  u n aff e ct e d   
F A M _ 6  1 9        3 1 -3 5  F  u n aff e ct e d  u n aff e ct e d   

F A M _ 7  2 0  2 1  2 2    6 -1 0  M  H y p e rt el ori s m , Bil at er al p ol y mi cr o g yri a, Gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y, 
D el a y e d s p e e c h a n d l a n g u a g e d e v el o p m e nt, D el a y e d fi n e m ot or 
d e v el o p m e nt , D el a y e d gr o s s m ot or d e v el o p m e nt , F o c al s ei z ur e s, 
G e n er ali s e d s ei z ur e s, I nt ell e ct u al di s a bilit y  

F o c al s ei z ur e s, G e n er ali s e d s ei z ur e s, I nf a ntil e 
e n c e p h al o p at h y , P ol y mi cr o g yri a, D el a y e d s p e e c h 
a n d l a n g u a g e d e v el o p m e nt, I nt ell e ct u al di s a bilit y 
s e v er e, Gl o b al d e v el o p m e nt al d el a y  

E arl y o n s et or s y n dr o mi c e pil e p s y ( R 5 9. 3 ), C er e br al 
m alf or m ati o n ( R 8 7. 3 ) 

F A M _ 7  2 1        3 6 -4 0  M  u n aff e ct e d  u n aff e ct e d   
F A M _ 7  2 2        3 6 -4 0  F  u n aff e ct e d  u n aff e ct e d   

F A M _ 8  2 3  2 4  2 5    0 -5 *  F  Mi cr o p ht h al mi a, C at ar a ct, R eti n al d y str o p h y, C o n g e nit al n e p hr oti c 
s y n dr o m e, Mi cr o c e p h al y  

I ntr a ut e ri n e gr o wt h r e stri cti o n, Mi cr o c e p h al y, 
C o n g e nit al n e p hr oti c s y n dr o m e, R e n al f ail ur e , 
Bil at er al c o n g e nit al c at ar a ct, C e r e b ell o p o nti n e 
h y p o pl a si a , R eti n al d y sf u n cti o n, 
T hr o m b o c yt o p a e ni a , Gi a nt pl at el et s , H o w ell -J oll y 
b o di e s  

C o n g e nit al m alf or m ati o n a n d d y s m or p hi c s y n dr o m e s 
(R 2 7 ), Str u ct ur al e y e di s e a s e (R 3 6 ), U n e x pl ai n e d 
p a e di atri c o n s et e n d -st a g e r e n al di s e a s e ( R 2 5 7 ), 
C er e b ell ar a n o m ali e s ( R 8 4 ), S e v er e mi cr o c e p h al y 
(R 8 8 ), Pr ot ei n uri c r e n al di s e a s e (R 1 9 5 ) 

F A M _ 8  2 4        3 6 -4 0  F  u n aff e ct e d  u n aff e ct e d   

F A M _ 8  2 5        4 1 -4 5  M  u n aff e ct e d  u n aff e ct e d   

Di s cr e p a n ci e s b et w e e n p h e n ot y p e s u n d erli n e d i n b ol d. A g e s gi v e n i n a g e r a n g e s. F a m _I D = F a mil y I D, M at _I D = M at er n al I D, P at _I D = P at er n al I D, Pr o _I D = Pr o b a n d I D, Si b _I D = 
si bli n g I D.  * P ati e nt d e c e a s e d
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1 0 . 2. 3  G e n o m e M e di ci n e S e r vi c e pi p eli n e  
 

T w e nt y -fi v e p ati e nt s i n 8 f a mili e s w er e c o n s e nt e d f or G M S cli ni c al g e n o m e s e q u e n ci n g; h o w e v er, a s o n e 

f a mil y ( F A M _ 4) c o m pri s e d a q u a d, t h e p ar e nt s w er e s e q u e n c e d wit h e a c h c hil d a s t w o i n d e p e n d e nt tri o s. 

S e q u e n ci n g w a s p erf or m e d o n a n Ill u mi n a N o v a S e q 6 0 0 0 m a c hi n e, w it h ≥ 9 5 % of t h e a ut o s o m al g e n o m e 

c o v er e d at ≥ 1 5 x c al c ul at e d fr o m r e a d s wit h m a p pi n g q u alit y > 1 0 a n d > 8 5 x 1 0 ^ 9 b a s e s wit h Q ≥ 3 0, aft er 

r e m o vi n g d u pli c at e r e a d s a n d o v erl a p pi n g b a s e s aft er a d a pt or a n d q u alit y tri m mi n g . Cr o s s -s a m pl e 

c o nt a mi n ati o n w a s  c h e c k e d u si n g V erif y B a mI D a n d s a m pl e s wit h > 3 % c o nt a mi n ati o n f ail e d Q C. 

S e q u e n ci n g ali g n m e nt w a s p erf or m e d u si n g t h e D R A G E N ali g n er, wit h A L T -a w ar e m a p pi n g a n d v ari a nt 

c alli n g t o i m pr o v e s p e cifi cit y. D et e cti o n of s m all v ari a nt s ( si n gl e n u cl e oti d e v ari a nt s  ( S N V s) a n d i n d el s) a n d 

C N V s w er e p erf or m e d u si n g t h e D R A G E N s m all v ari a nt c all er a n d D R A G E N C N V r e s p e cti v el y. S h ort 

t a n d e m r e p e at e x p a n si o n s w er e d et e ct e d u si n g E x p a n si o n H u nt er ( v 2. 5. 6) a s p art of t h e D R A G E N s oft w ar e. 

T h e D R A G E N s oft w ar e v 3. 2. 2 2 w a s u s e d f or ali g n m e nt a n d v ari a nt c alli n g a n d str u ct ur al v ari a nt s w er e 

d et e ct e d u si n g M a nt a ( v 1. 5).  

 

1 0 . 2. 4  D at a a n al y si s  
 

Diff er e nt filt eri n g a n al y si s str at e gi e s w er e a p pli e d t o t h e r e s e ar c h e x o m e a n d t h e G M S g e n o m e d at a ( T a bl e 

1 0 .2 ). T h e r e s e ar c h e x o m e a d o pt e d t h e Hi P P o str at e g y,  a n d t h e G M S a d o pt e d a p a n el -b a s e d a p pr o a c h.
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T A B L E 1 0 .2  | F I L T E RI N G C RI T E RI A F O R T H E R E S E A R C H E X O M E A N D N H S  G E N O M E  

 R e s e ar c h e x o m e Hi P P o str at e g y  N H S g e n o m e p a n el -b a s e d str at e g y  
 D o mi n a nt  R e c e s si v e  D o mi n a nt  R e c e s si v e  

I n h erit a n c e D e n o v o / d o mi n a nt s e ar c h R e c e s si v e s e ar c h  D e n o v o / d o mi n a nt s e ar c h R e c e s si v e s e ar c h  

A F ( g n o m A D 

e x o m e s, 

g n o m A D 

g e n o m e s, 

T O P M E D*, 

E x A C, 1 0 0 0 g)  

< 0. 0 0 1  < 0. 0 5  < 0. 0 0 1  < 0. 0 1  

C o h ort ^ A F  < 0. 0 1  < 0. 0 1  N o filt er a p pli e d  N o filt er a p pli e d  

V ari a nt t y p e  
All c o di n g +/ - 2 0 b p e x cl u di n g 

s y n o n y m o u s, o n a n y tr a n s cri pt  

All c o di n g +/ - 2 0 b p, e x cl u di n g 

s y n o n y m o u s, o n a n y tr a n s cri pt  

All c o di n g +/ - 8 b p o n a n y tr a n s cri pt, 

e x cl u di n g s y n o n y m o u s  

All c o di n g +/ - 8 b p o n a n y tr a n s cri pt, 

e x cl u di n g s y n o n y m o u s  

S pli c e AI (f or 

s pli ci n g 

v ari a nt s)  

> 0. 2  > 0. 2  N o filt er a p pli e d  N o filt er a p pli e d  

C A D D ( all 

v ari a nt s)  
> 1 5  > 1 5  N o filt er a p pli e d  N o filt er a p pli e d  

Cli n V ar  R e m o v e b e ni g n/li k el y b e ni g n  R e m o v e b e ni g n/li k el y b e ni g n  N o filt er a p pli e d  N o filt er a p pli e d  

G e n e s  
All g e n e s a n d l at er r e stri ct e d t o 

G e n C C d efi niti v e a n d str o n g g e n e s  

All g e n e s a n d l at er r e stri ct e d t o 

G e n C C d efi niti v e a n d str o n g g e n e s  
Gr e e n i n P a n el A p p P a n el( s)  Gr e e n i n P a n el A p p P a n el( s)  

All el e b al a n c e  > 0. 2  > 0. 2  N/ A  N/ A  

G e n ot y p e 

Q u alit y  
> 4 0  > 4 0  > 3 0  > 3 0  

Q C  all v ari a nt s  all v ari a nt s  p a s s  p a s s  

Ot h er  

P at h o g e ni c v ari a nt s i n Cli n V ar 

r et ai n e d e v e n if i n u n aff e ct e d 

p ar e nt s  

N/ A  

I n a n y g e n e: E x o mi s er t o p 3 r a n k v ari a nt 

( c o di n g) wit h s c or e of ≥ 0. 9 5 or a n y d e 

n o v o ( c o di n g) 

I n a n y g e n e: E x o mi s er t o p 3 r a n k v ari a nt 

( c o di n g) wit h s c or e of ≥ 0. 9 5 or a n y d e 

n o v o ( c o di n g) 

S V/ C N V  N ot a s s e s s e d  N ot a s s e s s e d  

C N V ( > 1 0 K B) o v erl a p s a Cli n G e n c ur at e d 

p at h o g e ni c r e gi o n r el e v a nt t o a p a n el 

a p pli e d or t h e C N V o v erl a p s wit h a gr e e n 

g e n e i n t h e p a n el a p pli e d.  

C N V ( > 1 0 K B) o v erl a p s a Cli n G e n c ur at e d 

p at h o g e ni c r e gi o n r el e v a nt t o a p a n el 

a p pli e d or t h e C N V o v erl a p s wit h a gr e e n 

g e n e i n t h e p a n el a p pli e d.  

C o m p ari s o n of filt eri n g crit eri a b et w e e n t h e r e s e ar c h e x o m e a n d N H S g e n o m e. A F –  m a xi m u m all el e fr e q u e n c y, Q C –  q u alit y c o ntr ol, N/ A –  n ot a p pli c a bl e. * T O P M E D all el e 

fr e q u e n c y w a s o nl y a p pli e d t o t h e r e s e ar c h e x o m e. ^ C o h ort A F i s t h e fr e q u e n c y of a n y gi v e n v ari a nt a s a fr e q u e n c y of t h e t ot al n u m b er of i n di vi d u al s i n t h at c o h ort ( ~ 6 0 0 0 

i n di vi d u al s f or t h e r e s e ar c h st u d y).
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1 0 . 2. 4. 1 R e s e a r c h e x o m e a n al y si s  
 

F or t h e r e s e ar c h e x o m e, e a c h f a mil y w a s a n al y s e d a s a u nit t o utili s e s e gr e g ati o n d at a. T h e s a m e d e 

n o v o / d o mi n a nt a n d r e c e s si v e filt eri n g str at e gi e s w er e a p pli e d t o all f a mili e s, a p pl yi n g a g e n e-a g n o sti c 

filt eri n g str at e g y b y s el e cti n g v ari a nt s wit h t h e hi g h e st p at h o g e ni c p ot e nti al ( Hi P P o) u si n g all el e fr e q u e n c y, 

i n sili c o pr e di cti o n s c or e s, a n d Cli n V ar ( T a bl e 1 0 .2 ). T h e Hi P P o str at e g y  w a s l at er r e stri ct e d  t o G e n C C3 2 2  

g e n e s wit h a d efi niti v e or str o n g di s e a s e a s s o ci ati o n.  

 

1 0 . 2. 4. 2 R e p o rti n g o n e x o m e v a ri a nt s  
 

V ari a nt s r e m ai ni n g f oll o wi n g Hi P P o filt eri n g w er e r e vi e w e d i n s e qr 3 6 4  u si n g a w e alt h of i n -b uilt a n n ot ati o n s. 

V ari a nt s t h at di d n ot m e et a n y of t h e b el o w e x cl u si o n crit eri a w er e c o n si d er e d ‘r e p ort a bl e’ a n d r et ur n e d t o 

t h e r ef erri n g cli ni ci a n f oll o wi n g a p pli c ati o n of A C M G-A M P g ui d eli n e s 1 2 3 . B e c a u s e t h e e x o m e d at a w a s 

o bt ai n e d i n a r e s e ar c h s etti n g, n o v el di s c o v eri e s  w hi c h w o ul d n ot m e et di a g n o sti c crit eri a i n a cli ni c al s etti n g  

c o ul d b e c o n si d er e d . A n y n o v el di s c o v eri e s w er e di s c u s s e d wit h t h e r ef erri n g cli ni ci a n b ef or e s u b mi s si o n 

t o t h e M at c h m a k er E x c h a n g e ( M M E).1 2 9, 1 5 7, 3 6 5  

 

E x cl u si o n crit eri a:  

1.  T h e v ari a nt i s h et er o z y g o u s i n a k n o w n a ut o s o m al r e c e s si v e di s e a s e g e n e a n d n o s e c o n d hit 

( c o di n g or n o n-c o di n g) i s i d e ntifi e d 

2.  T h e v ari a nt i s f o u n d i n a di s e a s e g e n e a n d i s n ot a s s o ci at e d wit h t h e p h e n ot y p e pr e s e nt e d b y t h e 

p ati e nt, a s a s s e s s e d u si n g O MI M 3 2 8 , G e n C C3 2 2  a n d t h e m e di c al lit er at ur e a n d  t h e v ari a nt i s n ot 

li k el y p at h o g e ni c/ p at h o g e ni c i n Cli n V ar1 1 3  

3.  T h e v ari a nt i s i n a k n o w n di s e a s e g e n e b ut t h at g e n e i s p o orl y e x pr e s s e d a s i n di c at e d i n G T E x 8 2  

i n t h e ti s s u e r el e v a nt t o t h e p ati e nt’ s p h e n ot y p e or i n a n e x o n of t h e g e n e wit h p o or e x pr e s si o n a s 

d et er mi n e d b y t h e p er b a s e e x pr e s si o n m etri c, p e xt 8 7  

4.  T h e v ari a nt i s i n a n o v el g e n e ( c urr e ntl y n ot a s s o ci at e d wit h di s e a s e) a n d  

a.  t h e g e n e i s p o orl y e x pr e s s e d i n t h e r el e v a nt di s e a s e ti s s u e a s i n di c at e d i n G T E x 8 2  O R  



El e a n or G. S e a b y  | ‘ Hi P P o’ i m pr o v e s di a g n o sti c effi ci e n c y i n t h e G e n o mi c M e di ci n e S er vi c e 

 

P a g e 2 9 1  of 3 5 6  

 

b.  t h e g e n e i s e x pli citl y n ot  i n v ol v e d i n t h e r el e v a nt bi ol o gi c al p at h w a y a s e vi d e n c e d i n 

M o n ar c h 1 7 4  

5.  A pr e di ct e d l o s s -of -f u n cti o n ( L o F) v ari a nt a s c all e d b y V ari a nt Eff e ct Pr e di ct or 2 5 2  t h at i s d e e m e d 

‘ n ot L o F’ or ‘li k el y n ot L o F’ aft er a p pli c ati o n of L o F m a n u al c ur ati o n g ui d a n c e a s d e s cri b e d i n 

C h a pt er 3 .1 3 3   

6.  T h e v ari a nt a p p e ar s  art ef a ct u al u p o n vi s u ali s ati o n of t h e r e a d d at a i n I nt e gr ati v e G e n o mi c s Vi e w er 

(I G V).2 5 3  

1 0 . 2. 4. 3 T a ki n g n o v el e x o m e c a n di d at e s f or w a r d  
 

W h er e t h e r ef erri n g cli ni ci a n a gr e e d, c a n di d at e v ari a nt s i n n o v el g e n e s w er e s u b mitt e d t o M M E, s h ari n g 

a n o n y mi s e d g e n ot y p e a n d p h e n ot y p e d at a. A n y p ot e nti al m at c h e s w er e di s c u s s e d i n d et ail wit h t h e 

p ati e nt’ s cli ni ci a n a n d e x pli cit c o n s e nt w a s o bt ai n e d ( at r e cr uit m e nt) fr o m t h e p arti ci p a nt s pri or t o j oi ni n g 

c a s e s eri e s.  

1 0 . 2. 4. 4 G M S cli ni c al g e n o m e a n al y si s pi p eli n e  
 

V ari a nt s c all e d t hr o u g h t h e G M S pi p eli n e w er e pr efilt er e d o n m o d e of i n h erit a n c e, q u alit y, a n d all el e 

fr e q u e n c y. T h e s e v ari a nt s w er e t h e n r e stri ct e d t o ‘ gr e e n’ g e n e s o n t h e pr e-s el e ct e d P a n el A p p 1 1 8  g e n e 

p a n el s f or r e vi e w ( T a bl e  1 0 .2 ). A c o m pl e m e nt ar y g e n e a g n o sti c filt er w a s al s o a p pli e d t o t h e d at a, w hi c h 

i n cl u d e d all d e n o v o  v ari a nt s a n d E x o mi s er 1 3 4  t o p 3 r a n k e d c o di n g v ari a nt s ( of a n y q u alit y). V ari a nt s p a s si n g 

filt eri n g w er e r et ur n e d t o t h e W e s s e x R e gi o n al G e n eti c s L a b or at or y f or r e p orti n g. 

 

1 0 . 2. 4. 5 R e p o rti n g of g e n o m e v a ri a nt s  
 

G M S v ari a nt cl a s sifi c ati o n w a s c arri e d o ut a c c or di n g t o t h e A C M G -A M P g ui d eli n e s wit h A C G S 3 6 6  

m o difi c ati o n s . T hi s i n cl u d e d a n a s s e s s m e nt of t h e g e n e -p h e n ot y p e m at c h b a s e d o n t h e H P O 1 6 7  t er m s 

s u p pli e d. V ari a nt s i n g e n e s wit h n o k n o w n di s e a s e a s s o ci ati o n ( d et er mi n e d u si n g O MI M 3 2 8 , H G M D Pr o, 

Cli n G e n 3 6 7  a n d P a n el A p p 1 1 8 ) w er e di s c o u nt e d a n d n ot a s s e s s e d. Cl a s sifi e d v ari a nt s w er e r e p ort e d 

a c c or di n g t o st a n d ar d A C M G/ A M P g ui d eli n e s: i. e p at h o g e ni c a n d li k el y p at h o g e ni c v ari a nt s w er e al w a y s 

r e p ort e d, v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e ( V U S s) w er e o nl y r e p ort e d if t h er e w a s s i g nifi c a nt e vi d e n c e f or 
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p at h o g e ni cit y a n d/ or wit h t h e pri or a gr e e m e nt of t h e cli ni ci a n f oll o wi n g a m ulti di s ci pli n ar y t e a m di s c u s si o n 

(t y pi c all y vi a e m ail).  

1 0 . 2. 5  C o m p a ri s o n of t w o  filt e ri n g a p pr o a c h e s  
 

T h e di a g n o sti c yi el d a n d t h e n u m b er of v ari a nt s r e q uiri n g a s s e s s m e nt aft er v ari a nt filt eri n g  w er e c o m p ar e d  

f or b ot h t h e r e s e ar c h e x o m e Hi P P o a p pr o a c h ( w hi c h i n cl u d e d n o v el di s c o v eri e s) a n d t h e G M S cli ni c al 

g e n o m e p a n el -b a s e d a p pr o a c h, w hi c h w a s r e stri ct e d t o r e p orti n g v ari a nt s t h at m et di a g n o sti c st a n d ar d s 

o nl y. S p e cifi c all y, t h e n u m b er of v ari a nt s p a s si n g Hi P P o filt eri n g crit eri a i n t h e r e s e ar c h e x o m e st u d y w er e 

c o u nt e d a n d c o m p ar e d wit h t h e n u m b er of Ti er 1 a n d 2 v ari a nt s r e p ort e d i n t h e s a m e p ati e nt s’ GM S g e n o m e 

r e s ult s, i n a d diti o n t o t h e ‘ g e n e a g n o sti c’ v ari a nt s ( d e n o v o  a n d E x o mi s er 1 3 4  T o p 3 hit s) a s pr o vi d e d i n a n 

a n o n y mi s e d s pr e a d s h e et b y t h e W e s s e x R e gi o n al G e n eti c s L a b or at or y. C N V s w er e o mitt e d si n c e t h e s e 

w er e n ot a s s e s s e d i n t h e e x o m e d at a a n d n o di a g n o s e s w er e m a d e fr o m str u ct ur al v ari a nt s i n t h e G M S 

cli ni c al g e n o m e d at a. V ari a nt s r e p ort e d fr o m t h e r e s e ar c h e x o m e w er e c o m p ar e d wit h t h e v ari a nt s 

i nt er pr et e d a n d r e p ort e d b y t h e N H S o n t h e p ati e nt’ s G M S g e n o m e r e p ort. F or t h e G M S, t h e r e p orti n g 

t hr e s h ol d i s hi g h wit h n o v el g e n e s a n d n e arl y all V U S s n ot r e p ort e d, h o w e v er a s p art of t he G M S, p ati e nt s 

h a v e t h eir d ei d e ntifi e d d at a d e p o sit e d i nt o a g e n o mi c s li br ar y f or r e s e ar c h er s t o a c c e s s. T h er ef or e, t o t e st 

t h e effi ci e n c y of t h e m et h o d s a p pli e d, t h e di a g n o sti c r at e p er n u m b er of v ari a nt s a s s e s s e d w a s c al c ul at e d 

a cr o s s t h e c o h ort.  

 

1 0 . 3 R e s ult s  
 
T w e nt y -fi v e i n di vi d u al s fr o m 8 f a mili e s w er e c o n s e nt e d f or a G M S cli ni c al g e n o m e o n t h e N H S. T w e nt y -

f o ur i n di vi d u al s fr o m t h e s a m e 8 f a mili e s u n d er w e nt e x o m e s e q u e n ci n g at t h e Br o a d I n stit ut e C e ntr e  f or 

M e n d eli a n G e n o mi c s. T h er e w er e a t ot al of 2 4 i n di vi d u al s i n 8 f a mili e s w h o c o m pl et e d p ar all el r e s e ar c h 

e x o m e a n d G M S cli ni c al g e n o m e s e q u e n ci n g.  

 
1 0. 3. 1   G M S cli ni c al g e n o m e a n al y si s str at e g y  
 
I n t h e 8 f a mili e s w h o u n d er w e nt G M S cli ni c al g e n o m e s e q u e n ci n g, a t ot al of 7 7 si n gl e n u cl e oti d e a n d i n d el 

v ari a nt s w er e r et ur n e d f or a n al y si s a s ‘ Ti er e d v ari a nt s’ i n cl u di n g t h e g e n e a g n o sti c v ari a nt s ( E x o mi s er a n d 
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c o di n g d e n o v o s ). A f urt h er 1 0 8 C N V s p a s s e d filt eri n g. Fi v e  v ari a nt s i n t ot al fr o m 4 p ati e nt s w er e i n cl u d e d 

o n t h e fi n al r e p ort s i s s u e d b y t h e N H S: t w o di a g n o s e s, o n e v ari a nt of u n c ert ai n si g nifi c a n c e, a n d c o m p o u n d 

h et er o z y g o u s v ari a nt s ( p at h o g e ni c a n d V U S) ; all fi v e r e p ort e d v ari a nt s w er e al s o i d e ntifi e d b y Hi P P o i n t h e 

r e s e ar c h e x o m e (T a bl e 1 0 .3 ).  

 
1 0 .3 .2   R e s e a r c h e x o m e Hi P P o str at e g y  
 

Hi P P o i d e ntifi e d a t ot al of 1 0 9 v ari a nt s ( S u p pl e m e nt ar y D at a s et S D 1 3 ) fr o m 8 f a mili e s ( 8 tri o s) p a s si n g 

filt eri n g crit eri a a s o utli n e d i n T a bl e 1 0 .2 . H o w e v er, o n e f a mil y, F A M _ 4, c o m pri si n g a m ot h er, f at h er a n d 

m o n o z y g oti c t wi n s w a s s e q u e n c e d a s a tri o (f at h er, t wi n A a n d t wi n B) i n t h e r e s e ar c h e x o m e st u d y a s 

t h er e w a s i n s uffi ci e nt m at er n al D N A. F or t h e g e n o m e p erf or m e d t hr o u g h t h e G M S, t h er e w a s a v ai l a bl e 

m at er n al D N A a n d t h u s t h e t wi n d a u g ht er s w er e s e q u e n c e d a s s e p ar at e tri o s, wit h t h e p ar e nt s s e q u e n c e d 

t wi c e i n a c c or d a n c e wit h G M S p oli c y. T hi s m e a nt m or e v ari a nt s w er e id e ntifi e d i n t h e r e s e ar c h e x o m e t h a n 

t h e G M S g e n o m e ( 6 8 v s 1 1 r e s p e cti v el y) f or t hi s f a mil y, si n c e  n o m at er n al D N A w a s a v ail a bl e f or 

s e gr e g ati o n a n al y si s i n t h e e x o m e.  Of t h e 1 0 9 v ari a nt s i d e ntifi e d b y Hi P P o a cr o s s t h e 8 f a mili e s, 3 8 v ari a nt s 

w er e i n g e n e s r e p ort e d a s h a vi n g d efi niti v e or str o n g e vi d e n c e f or di s e a s e a s s o ci ati o n a s cl a s sifi e d b y 

G e n C C.  

 

I n a d diti o n t o t h e 2 p at h o g e ni c v ari a nt s i d e ntifi e d b y t h e G M S a n d d e e m e d c a u s al, Hi P P o i d e ntifi e d a f urt h er 

p at h o g e ni c v ari a nt i n a k n o w n di s e a s e g e n e ( A B C C 8 ), r e pr e s e nti n g a p arti al di a g n o si s t h at w a s filt er e d o ut 

b y t h e G M S str at e g y d u e t o n ot b ei n g o n t h e c h o s e n g e n e p a n el. Hi P P o al s o i d e ntifi e d c o m p o u n d 

h et er o z y g o u s v ari a nt s i n a k n o w n di s e a s e g e n e, I N T S 1 i n p arti ci p a nt F A M _ 2 _ 4  w hi c h i s k n o w n t o c a u s e 

a n a ut o s o m al r e c e s si v e n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er wit h c at ar a ct s, p o or gr o wt h, a n d d y s m or p hi c f a ci e s 

( MI M: 6 1 8 5 7 1). T h e s e v ari a nt s w er e di s c o u nt e d b y t h e G M S a s w e a k V U S s wit h li mit e d e vi d e n c e b ut 

r e m ai n u n d er r e vi e w b y t h e cli ni c al t e a m.  

 

Hi P P o d et e ct e d a f urt h er 6 V U S s i n 5 n o v el ( c urr e ntl y n ot a s s o ci at e d wit h di s e a s e) g e n e s, i n a d diti o n t o t h e 

s a m e c o m p o u n d h et er o z y g o u s v ari a nt s i n S D C C A G 8  a n d t h e V U S i n H M G B 1  r e p ort e d b y t h e G M S (T a bl e 

1 0 .3 ). I n t ot al, t h e r e s e ar c h e x o m e i d e ntifi e d 1 0 9 v ari a nt s u si n g Hi P P o , of w hi c h 3 8/ 1 0 9 ( 3 4. 9 %) w er e i n 
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G e n C C di s e a s e g e n e s. Aft er a p pli c ati o n of e x cl u si o n crit eri a t o all Hi P P o v ari a nt s, i n d e p e n d e nt of G e n C C 

di s e a s e st at u s, a t ot al of 1 4 v ari a nt s fr o m t h e r e s e ar c h e x o m e w er e c ur at e d a g ai n st A C M G/ A M P crit eri a 

a n d r et ur n e d a s s h o w n i n T a bl e 1 0 .4 . 
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T A B L E 1 0 .3  | C O M P A RI S O N O F V A RI A N T S R E P O R T E D B Y T H E R E S E A R C H E X O M E S E Q U E N CI N G S T U D Y V S T H E G M S  G E N O M E S E Q U E N CI N G  

S a m pl e s  R e s e ar c h e x o m e  G M S g e n o m e  

F a mI D  
Pr oI
D  

R e p o rt e d v a ri a nt s  St at u s  
N o. 
Hi P P o 
v a ri a nt s  

N o. Hi P P o 
v a ri a nt s i n 
G e n C C 
g e n e s  

R e p o rt e d v a ri a nt s  

N o. of 
v a ri a nt s 
p a s si n g 
filt e ri n g   

D e N o v o  E x o mi s e r  
A d diti o n al Hi P P o 
V a ri a nt s  

G M S 
i nt e r p r et ati o n 
of Hi P P o 
v a ri a nt s  

F A M _ 1  1  
V U S:  H M G B 1 : 1 3: 3 0 4 6 2 6 6 6: C T: C; 
c. 3 4 2 d el; p. Gl y 1 1 5 Gl uf s T er 3 7 
(fr a m e s hift, d e n o v o ).  

P ot e nti al n e w 
di s e a s e g e n e, 
s u b mitt e d t o M M E. 
V ari a nt al s o 
d et e ct e d b y N H S.  

8  3  

V U S : H M G B 1 : 
1 3: 3 0 4 6 2 6 6 6: C T: C; 
c. 3 4 2 d el; 
p. Gl y 1 1 5 Gl uf s T er 3 7  

9  
R E S T  
H M G B 1  

1. H M G B 1  
2. K D M 4  
3. R O B O 1  

N o n e  N/ A  

F A M _ 2  4  

V U S: I N T S 1: 7: 1 4 8 0 8 7 6: G: C; 
c. 3 9 0 8 C > G;  p. T hr 1 3 0 3 S er 
( mi s s e n s e).  P h e n ot y p e p arti all y 

fitti n g wit h di s e a s e 
g e n e –  u n d er g oi n g 
cli ni c al r e vi e w.  

4  4  
N o v ari a nt s 
r e p ort e d 

5  N o n e  

1. K D M 5 A  
2. R P S 3 A  
3. C O L 1 6
A 1  

I N T S 1 - V U S x 2  
I N T S 1 ( Ti er 2) 
di s c o u nt e d a s 
w e a k e vi d e n c e  

V U S: I N T S 1: 7: 1 4 9 7 1 9 3: C: G; 
c. 1 5 4 7 G > C; p. C y s 5 1 6 S er 
( mi s s e n s e).  

( V ari a nt s i n tr a n s) 

F A M _ 3  7  
P at h o g e ni c:  P P P 1 C B : 
2: 2 8 7 7 6 9 4 4: C: G; c. 1 4 6 C > G; 
p. Pr o 4 9 Ar g ( mi s s e n s e, d e n o v o ). 

C o nfir m e d 
di a g n o si s ( al s o 
d et e ct e d b y N H S).  

4  2  

P at h o g e ni c : 
P P P 1 C B : 
2: 2 8 7 7 6 9 4 4: C: G; 
c. 1 4 6 C > G; 
p. Pr o 4 9 Ar g  

7  
M Y O 7 B  
P P P 1 C B  
E X O C 7  

1. P P P 1 C
B  
2. S E L E N
B P 1  
3. E F C A B
1 1  

N o n e  N/ A  

F A M _ 4  1 0  
V U S: A D G R B 2 : 1: 3 1 7 3 1 0 3 0: G: A; 
c. 4 1 5 0 C > T; p. Ar g 1 3 8 4 T er ( d e 
n o v o , n o n s e n s e). 

P ot e nti al n e w 
di s e a s e g e n e. 
C o nfir m e d d e n o v o  
b y S a n g er 
s e q u e n ci n g a n d i n 
i d e nti c al t wi n 
( F A M _ 4 _ 1 3). 
F u n cti o n al w or k 
u n d er w a y.  

6 8  2 3  

N o v ari a nt s 
r e p ort e d 

1 4  

A D G R B 2  
C R N N  
P C D H B 7  
N F Y B  
PI E Z O 1  

1. F B X O 4
6  
2. C E P 2 9 0  
3. N F Y B  

A D G R B 2  - V U S x 2  

D e n o v o  
(A D G R B 2 ) 
v ari a nt  
di s c o u nt e d a s 
i n n o v el g e n e 

F A M _ 4  1 3  
V U S : A D G R B 2: 1: 3 1 7 3 1 0 3 0: G: A; 
c. 4 1 5 0 C > T; p. Ar g 1 3 8 4 T er ( d e 
n o v o , st o p g ai n e d). 

S a m e v ari a nt a s i n 
pr e s e nt i n i d e nti c al 
t wi n ( F A M _ 4 _ 1 0) 

N o v ari a nt s 
r e p ort e d 

F A M _ 5  1 4  

P at h o g e ni c:  A B C C 8 : 
1 1: 1 7 4 1 3 4 0 8: G: A; c. 2 4 6 4 C > T; 
p. Gl n 8 2 2 T er ( n o n s e n s e, i n h erit e d 
fr o m p ar e nt)  

Cli ni c all y a gr e e d a s 
p arti al di a g n o si s.  

8  1  
N o v ari a nt s 
r e p ort e d 

5  
G O L G A 8
T  

1. P T P R F  
2. N P H P 4  
3. P R K D C  

A B C C 8  - 
P at h o g e ni c  

A B C C 8  n ot 
a n al y s e d a s 
u nti er e d a n d 
g e n e a b s e nt 
fr o m R 2 9 p a n el 

F A M _ 6  1 7  
P at h o g e ni c: C H A M P 1 : 
1 3: 1 1 4 3 2 5 0 3 4: C: T;  c. 1 1 9 2 C > T; 
p. Ar g 3 9 8 T er ( d e n o v o , n o n s e n s e). 

C o nfir m e d 
di a g n o si s ( al s o 
d et e ct e d b y N H S).  

2  1  

P at h o g e ni c : 
C H A M P 1 : 
1 3: 1 1 4 3 2 5 0 3 4: C: T;  
c. 1 1 9 2 C > T; 
p. Ar g 3 9 8 T er  

6  
K R T A P 5 -
5  

1. C H A M P
1  
2. M D K  
3. C R A C 2
R A  

N o n e  N/ A  

F A M _ 7  2 0  

V U S: F O X B 2 : 9: 7 7 0 2 0 7 0 0: A: G; 
c. 1 0 4 6 A > G; p. L y s 3 4 9 Ar g 
( mi s s e n s e, d e n o v o ).  
V U S: P K D 1 L 3: 1 6: 7 1 9 5 1 7 3 4: T: G; 
c. 3 0 2 0 A > C; p. Gl u 1 0 0 7 Al a 
( mi s s e n s e).  

B ot h F O X B 2 a n d 
P F K 1 L 3 ar e 
p ot e nti al n o v el 
di s e a s e g e n e s a n d 
h a v e b e e n 
s u b mitt e d t o M M E.  

1 0  1  
N o v ari a nt s 
r e p ort e d 

7  
F O X B 2  
R P 1 L 1  

1.I G F N 1  
2. Z X D A  
3. C A D N A
1 F  

F O X B 2  - V U S  
P K D 1 L 3  - V U S x 2  

F O X B 2  d e 
n o v o  v ari a nt - 
Di s c o u nt e d  
P K D 1 L 3  - N ot 
a n al y s e d - Ti er 
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V U S: P K D 1 L 3 : 1 6: 7 1 9 5 1 7 3 4: T: G; 
c. 3 0 2 0 A > C; p. Gl u 1 0 0 7 Al a 
( mi s s e n s e).  
P F K 1 L 3 v ari a nt s ar e  i n tr a n s. 

3; E x o mi s er 
r a n k 3 3 

  

F A M _ 8  2 3  

V U S: Z N F 9 1 : 1 9: 2 3 3 6 1 3 4 1: G: C; 
c. 1 6 3 8 C > G;  p. T yr 5 4 6 T er ( d e 
n o v o , n o n s e n s e).  Z N F 9 1 i s a n o v el 

di s e a s e g e n e. A 
gr o u p i s w or ki n g o n 
t hi s g e n e a n d w e 
h a v e j oi n e d t h eir 
c a s e s eri e s. T h e 
S D C C A G 8  v ari a nt s 
ar e i n tr a n s b ut ar e 
n ot f elt t o fit wit h t h e 
cli ni c al p h e n ot y p e.  

5  3  

V U S:  S D C C A G 8 : 
1 4: 9 2 4 4 9 1 0 9: A > C,  
c. 1 5 5 2 A > G, 
p. Ar g 5 1 8 Gl y 
( mi s s e n s e). 
P at h o g e ni c:  
S D C C A G 8 : 
1: 2 4 3 3 4 1 0 7 0: T G > T, 
c. 1 2 5 5 d el, 
p. Gl u 4 1 9 Ar gf s T er 4 3 
(fr a m e s hift). 

2 4  
Z N F 9 1  
Z N F 9 1  

  

1. RI N 3  
2. E R A P 2  
3. Z N F 9 1   

N o n e  

Z N F 9 1  v ari a nt 
di s c o u nt e d a s 
n o e st a bli s h e d 

di s e a s e 
a s s o ci ati o n  

V U S:  S D C C A G 8 : 
1 4: 9 2 4 4 9 1 0 9: A > C,  c. 1 5 5 2 A > G, 
p. Ar g 5 1 8 Gl y ( mi s s e n s e).  

P at h o g e ni c:  S D C C A G 8 : 
1: 2 4 3 3 4 1 0 7 0: T G > T, c. 1 2 5 5 d el, 
p. Gl u 4 1 9 Ar gf s T er 4 3 (fr a m e s hift).  
  

F a mI D –  F a mil y I D; M M E –  m at c h m a k er e x c h a n g e; N A –  n ot a p pli c a bl e; Pr oI D –  Pr o b a n d I D; V U S –  v ari a nt of u n c ert ai n si g nifi c a n c e   
.
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T A B L E 1 0 .4  | D E T AI L S O F 1 4  V A RI A N T S R E P O R T E D B Y T H E R E S E A R C H E X O M E S T U D Y M E E TI N G P RI O RI TI S A TI O N C RI T E RI A  

V a ri a nt  G e n e  C o n s e q u e n c e  g n o m A D  c a d d  r e v el h g v s c  h g v s p  

Cli n V a r  

A C M G  F a mI D  
Pr o b a n dI D  

P _ A C  S a m pl e _ 2  S 2 _ A C  S a m pl e _ 3  S 3 _ A C  

R et ur n e d 

b y G M S ?  

1 3: 3 0 4 6 2 6 6 6: C T: C  H M G B 1  fr a m e s hift 0   3 8    E N S T 0 0 0 0 0 3 4 1 4 2 3. 9: c. 3 4 2 d el  p. Gl y 1 1 5 Gl uf s T er 3 7    V U S  F A M _ 1  1  1  2  0  3  0  Y e s  

7: 1 4 8 0 8 7 6: G: C  I N T S 1 mi s s e n s e  5. 5 6 -4  2 3. 5  0. 2 4 3  E N S T 0 0 0 0 0 4 0 4 7 6 7. 7: c. 3 9 0 8 C > G  p. T hr 1 3 0 3 S er    V U S  F A M _ 2  4  1  5  1  6  0  N o  

7: 1 4 9 7 1 9 3: C: G  I N T S 1 mi s s e n s e  7. 7 6 -5  2 4  0. 3 1 5  E N S T 0 0 0 0 0 4 0 4 7 6 7. 7: c. 1 5 4 7 G > C  p. C y s 5 1 6 S er    V U S  F A M _ 2  4  1  5  0  6  1  N o  

2: 2 8 7 7 6 9 4 4: C: G  P P P 1 C B  mi s s e n s e  0  2 6. 7  0. 4 3 8  E N S T 0 0 0 0 0 3 9 5 3 6 6. 2: c. 1 4 6 C > G  p. Pr o 4 9 A r g  P  P  F A M _ 3  7  1  8  0  9  0  Y e s  

1: 3 1 7 3 1 0 3 0: G: A  A D G R B 2  st o p _ g ai n e d  0  3 8    E N S T 0 0 0 0 0 3 7 3 6 5 5. 6: c. 4 1 5 0 C > T  p. Ar g 1 3 8 4 T er    V U S  F A M _ 4  1 3  1  1 1  0  1 3  1  N o  

1: 3 1 7 3 1 0 3 0: G: A  A D G R B 2  st o p _ g ai n e d  0  3 8    E N S T 0 0 0 0 0 3 7 3 6 5 5. 6: c. 4 1 5 0 C > T  p. Ar g 1 3 8 4 T er    V U S  F A M _ 4  1 0  1  1 1  0  1 3  1  N o  

1 3: 1 1 4 3 2 5 0 3 4: C: T  C H A M P 1  st o p _ g ai n e d  0  3 5    E N S T 0 0 0 0 0 6 4 3 4 8 3. 1: c. 1 1 9 2 C > T  p. A r g 3 9 8 T e r  P  P  F A M _ 6  1 7  1  1 8  0  1 9  0  Y e s  

1 1: 1 7 4 1 3 4 0 8: G: A  A B C C 8  st o p _ g ai n e d  0  4 3    E N S T 0 0 0 0 0 3 0 2 5 3 9. 9: c. 2 4 6 4 C > T  p. Gl n 8 2 2 T er    L P  F A M _ 5  1 4  1  1 5  0  1 9   1  N o  

1 6: 7 1 9 5 1 7 3 4: T: G  P K D 1 L 3  mi s s e n s e  5. 0 9 -4  2 3. 1    E N S T 0 0 0 0 0 6 2 0 2 6 7. 1: c. 3 0 2 0 A > C  p. Gl u 1 0 0 7 Al a    V U S  F A M _ 7  2 0  1  2 1  1  2 2  0  N o  

1 6: 7 1 9 7 3 3 8 6: C: T  P K D 1 L 3  mi s s e n s e  1. 0 2 -4  2 2    E N S T 0 0 0 0 0 6 2 0 2 6 7. 1: c. 1 8 9 1 G > A  p. Al a 6 3 1 T hr    V U S  F A M _ 7  2 0  1  2 1  0  2 2  1  N o  

9: 7 7 0 2 0 7 0 0: A: G  F O X B 2  mi s s e n s e  0  2 5. 3  0. 5 3 4  E N S T 0 0 0 0 0 3 7 6 7 0 8. 1: c. 1 0 4 6 A > G  p. L y s 3 4 9 Ar g    V U S  F A M _ 7  2 0  1  2 1  0  2 2  0  N o  

1 9: 2 3 3 6 1 3 4 1: G: C  Z N F 9 1  st o p _ g ai n e d  0  3 2    E N S T 0 0 0 0 0 3 0 0 6 1 9. 1 1: c. 1 6 3 8 C > G  p. T yr 5 4 6 T er    V U S  F A M _ 8  2 3  1  2 4  0  2 5  0  N o  

1: 2 4 3 3 4 1 0 7 0: T G: T  S D C C A G 8  fr a m e s hift 0   2 6    E N S T 0 0 0 0 0 3 6 6 5 4 1. 7: c. 1 2 5 5 d el  p. Gl u 4 1 9 Ar gf s T er 4 3    P  F A M _ 8  2 3  1  2 4  1  2 5  0  Y e s  

1: 2 4 3 3 7 8 7 9 9: A: G  S D C C A G 8  mi s s e n s e  9. 5 5 -5  2 2. 2  0. 1 9 5  E N S T 0 0 0 0 0 3 6 6 5 4 1. 7: c. 1 5 5 2 A > G  p. Ar g 5 1 8 Gl y  V U S  V U S  F A M _ 8  2 3  1  2 4  0  2 5  1  Y e s  

F a mili e s s e p ar at e d b y c ol o ur. B ol d i n di c at e s c o nfir m e d di a g n o s e s. F a mI D –  F a mil y I D; h g v s c –  H G V S c o di n g c o n s e q u e n c e; h g v s p –  H G V S pr ot ei n c o n s e q u e n c e; L P –  li k el y 
p at h o g e ni c; P –  p at h o g e ni c; P _ A C –  pr o b a n d all el e c o u nt; S 2 _ A C –  s a m pl e 2 all el e c o u nt; S 3 _ A C –  s a m pl e 3 all el e c o u nt; V U S –  v ari a nt of u n c ert ai n si g nifi c a n c e. S a m pl e _ 2 a n d 
s a m pl e _ 3 r ef er s t o p ar e nt al D N A.
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1 0 . 3.3   C o m p a ri s o n b et w e e n e x o m e st u d y a n d G M S cli ni c al g e n o m e r e s ult s  
 
O n a v er a g e, m or e H P O t er m s w er e r e c or d e d i n t h e r e s e ar c h e x o m e st u d y c o m p ar e d t o t h e G M S g e n o m e 

(T a bl e 1 0 .1  a n d Fi g ur e 1 0 .4 ) alt h o u g h t hi s w a s n ot st ati sti c all y si g nifi c a nt ( p-v al u e = 0. 1, Wil c o x si g n e d 

r a n k t e st). 

 

W h e n c o m p ari n g t h e 8 f a mili e s w h o u n d er w e nt p ar all el r e s e ar c h e x o m e a n d G M S cli ni c al g e n o m e 

s e q u e n ci n g, o n e f a mil y ( F A M _ 4)  w a s r e m o v e d  fr o m a n al y si s a s t h e m ot h er w a s n ot s e q u e n c e d i n t h e 

r e s e ar c h st u d y b ut w a s s e q u e n c e d b y t h e G M S. T h er e w a s n o st ati sti c al diff er e n c e b et w e e n t h e n u m b er 

of v ari a nt s ( e x cl u di n g C N V s) a s s e s s e d b y t h e G M S p a n el -b a s e d str at e g y a n d t h e Hi P P o m et h o d ( p -v al u e 

= 0. 3 5, Wil c o x o n si g n e d r a n k t e st), alt h o u g h Hi P P o i d e ntifi e d m or e r e p ort a bl e v ari a nt s ( T a bl e 1 0 .4 ), of 

w hi c h 6 v ari a nt s i n 5 u ni q u e g e n e s h a v e b e e n t a k e n f or w ar d a s c a n di d at e s t o M M E. T hr e e of t h e s e v ari a nt s 

w er e i d e ntifi e d b ut di s c o u nt e d b y t h e G M S a s di s e a s e g e n e di s c o v er y i s o ut si d e of t h e r e mit of cli ni c al 

r e p orti n g. H o w e v er, w h e n r e stri cti n g t h e Hi P P o a n al y si s t o G e n C C str o n g a n d d efi niti v e g e n e s, t h er e w a s 

a st ati sti c al diff er e n c e b et w e e n gr o u p s ( p -v al u e = 0. 0 2 2, Wil c o x o n si g n e d r a n k t e st), wit h t h e r e s e ar c h st u d y 

a s s e s si n g f e w er v ari a nt s o v er all ( Fi g ur e 1 0 .4 ) y et still i d e ntif yi n g a n a d diti o n al p at h o g e ni c v ari a nt i n A B C C 8 

t h at di d n ot p a s s filt eri n g t hr e s h ol d s b y t h e G M S.  

 

T h e effi ci e n c y of t h e r el ati v e a n al yti c al m et h o d s v ari e d b et w e e n t h e gr o u p s. T h e di a g n o sti c r at e p er n u m b er 

of v ari a nt s a s s e s s e d w a s hi g h er f or t h e Hi P P o a p pr o a c h a p pli e d t o t h e r e s e ar c h e x o m e ( 3/ 4 1 [ 7. 3 1 %]) 

c o m p ar e d wit h t h e p a n el -b a s e d G M S str at e g y ( 2/ 6 3  [ 3. 1 7 %]), alt h o u g h t h e r e s ult w a s n ot st ati sti c all y 

si g nifi c a nt ( p v al u e = 0. 3 9, Fi s h er’ s e x a ct t e st). W h e n li miti n g Hi P P o a n al y si s t o G e n C C di s e a s e g e n e s, t h e 

di a g n o sti c r at e p er v ari a nt a s s e s s e d i m pr o v e d f urt h er t o 3/ 1 5 ( 2 0 %) ( Fi g ur e 1 0 .4 ), b ut a g ai n t he r e s ult s di d 

n ot r e a c h st ati sti c al si g nifi c a n c e ( p v al u e = 0. 0 6). T h e r e p ort a bl e v ari a nt r at e p er n u m b er of v ari a nt s 

a s s e s s e d w a s hi g h er f or t h e Hi P P o a p pr o a c h w h e n li mit e d t o G e n C C di s e a s e g e n e s ( 1 2/ 1 5 [ 8 0. 0 %]) 

c o m p ar e d wit h t h e p a n el -b a s e d G M S str at e g y ( 5/ 6 3 [ 7. 9 3 %]). 
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F I G U R E 1 0 .4  | C O M P A RI S O N O F R E S U L T S B E T W E E N T H E R E S E A R C H E X O M E A N D C LI NI C A L G E N O M E ( N H S) S E Q U E N CI N G  

   
( a) N u m b er of H P O t er m s r e c or d e d b et w e e n t h e e x o m e a n d g e n o m e st u di e s. ( b) N u m b er of v ari a nt s a s s e s s e d b y t h e N H S r e p orti n g l a b or at or y f oll o wi n g G M S g e n o m e s e q u e n ci n g 

v er s u s n u m b er of v ari a nt s p a s si n g Hi P P o filt eri n g (i n a n y g e n e) i n t h e e x o m e st u d y. ( c)  N u m b er of v ari a nt s a s s e s s e d b y t h e N H S r e p orti n g l a b or at or y f oll o wi n g G M S g e n o m e 

s e q u e n ci n g v er s u s t h e n u m b er of filt er e d Hi P P o v ari a nt s i n G e n C C di s e a s e g e n e s a s s e s s e d b y t h e e x o m e st u d y. ( d) Pl ot s h o wi n g t h e di a g n o sti c r at e p er v ari a nt a s s e s s e d a n d t h e 

r e p ort e d v ari a nt r at e p er v ari a nt a s s e s s e d f or t h e Hi P P o r e s e ar c h a p pr o a c h, Hi P P o r e stri ct e d t o G e n C C di s e a s e g e n e s a p pr o a c h,  a n d t h e G M S p a n el -b a s e d filt eri n g str at e g y. 
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1 0 . 4 Di s c u s si o n  
 
G e n o m e s e q u e n ci n g i s a v ail a bl e a s a cli ni c al t e st o n t h e N H S t hr o u g h t h e G M S. F oll o wi n g s e q u e n ci n g, 

d at a ar e filt er e d b y a pr e -s el e ct e d g e n e p a n el c h o s e n b y t h e r ef erri n g cli ni ci a n, i n a d diti o n t o C N V s 

o v erl a p pi n g t h e p a n el a p pli e d, d e n o v o  v ari a nt s, a n d E x o mi s er 1 3 4  t o p 3 r a n k e d v ari a nt s. T hi s pr e d o mi n a ntl y 

‘ p a n el-b a s e d’ a p pr o a c h att e m pt s t o mi ni mi s e n oi s e a n d effi ci e ntl y i d e ntif y p at h o g e ni c v ari a nt s i n di s e a s e -

r el e v a nt g e n e s.  

 

H o w e v er, p a n el -b a s e d str at e gi e s ar e n ot wit h o ut li mit ati o n s. P a n el A p p 1 1 8  i s o p e n-s o ur c e b ut g e n e r e vi e w s 

a n d u p d at e s of t h e a p pr o v e d g e n e c o nt e nt r eli e s o n v ol u nt e er eff ort s a n d c o m e s wit h a si g nifi c a nt l a g ti m e. 

P a n el s r e pr e s e nt a s n a p s h ot i n ti m e a n d  t h eir a p pli c ati o n i s c o nti n g e nt o n cli ni ci a n s s el e cti n g t h e o pti m al 

g e n e p a n el( s) wit h v ari a bl e l e v el s of g e n eti c s tr ai ni n g. T hi s i s p arti c ul arl y pr o bl e m ati c f or cli ni ci a n s i n n o n -

g e n eti c s s p e ci alti e s l a c ki n g a d e q u at e f a mili arit y wit h g e n e p a n el s el e cti o n . If t h e “ wr o n g” p a n el i s c h o s e n, 

p at h o g e ni c v ari a nt s c a n e a sil y b e mi s s e d. Wit h o nl y 2 0 % of r ar e di s e a s e p ati e nt s r e c ei vi n g a di a g n o si s 

t hr o u g h t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct1 3 2  (t h e pr e c ur s or t o t h e U K’ s G M S), t h er e i s cl e ar n e e d t o i n v e sti g at e 

v ari a nt s b e y o n d a li mit e d g e n e li st b ut wit h o ut si g nifi c a ntl y i n cr e a si n g t h e n u m b er of v ari a nt s f or r e vi e w.  

 

T hi s st u d y c o m p ar e s t h e G M S’ d at a a n al y si s filt eri n g str at e g y u si n g g e n o m e s e q u e n ci n g t o a g e n e -a g n o sti c 

Hi P P o a p pr o a c h t ar g eti n g v ari a nt s wit h hi g h p at h o g e ni c p ot e nti al a s a p pli e d t o e x o m e s e q u e n ci n g i n a 

r e s e ar c h s etti n g. T w e nt y -f o ur i n di vi d u al s fr o m 8 f a mili e s u n d er w e nt p ar all el cli ni c al g e n o m e a n d r e s e ar c h 

e x o m e s e q u e n ci n g, pr o vi di n g a n o p p ort u nit y t o c o m p ar e diff er e nt filt eri n g a p pr o a c h e s. Wit h m a n y f a ct or s 

i nfl u e n ci n g diff er e n c e s b et w e e n t h e r e s e ar c h a n d N H S st u di e s, s u c h a s diff er e nt t e c h ni c al pi p elin e s, 

c a pt ur e, a n d ti m e s c al e s, t h e f air e st c o m p ari s o n of effi ci e n c y of t h e t w o a p pr o a c h e s w a s t h e n u m b er of 

v ari a nt s t h at r e q uir e d r e vi e w f oll o wi n g filt eri n g a n d t h e c orr e s p o n di n g di a g n o sti c r at e s. O n a v er a g e t h e 

r e s e ar c h e x o m e st u d y r e vi e w e d f e w er v ari a nt s t h a n t h e G M S y et i d e ntifi e d m or e di a g n o sti c v ari a nt s, 

alt h o u g h t hi s w a s n ot st ati sti c all y si g nifi c a nt ( p -v al u e = 0. 3 5). T h e n u m b er of r e p ort a bl e v ari a nt s p er v ari a nt 

a s s e s s e d w a s hi g h er f or Hi P P o ( 2 9. 3 %) v er s u s t h e G M S ( 7. 9 %), h o w e v er t h e t hr e s h ol d f or w h at c o n stit ut e d 

a r e p ort a bl e v ari a nt diff er e d b et w e e n t h e r e s e ar c h e x o m e a n d t h e G M S g e n o m e str at e gi e s. T h e r e s e ar c h 

e x o m e r e p ort e d v ari a nt s t h at w o ul d n ot b e r e p ort a bl e i n t h e c urr e nt N H S s etti n g, n ot a bl y v ari a nt s i n n o v el 
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di s e a s e g e n e s a n d v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e, alt h o u g h it i s w ort h n oti n g t h at s o m e i nt er n ati o n al 

di a g n o sti c l a b s d o r e p ort v ari a nt s i n n o v el g e n e s. H o w e v er, w h e n r e stri cti n g t h e e x o m e Hi P P o filt eri n g 

a p pr o a c h t o G e n C C di s e a s e g e n e s ( g e n e s str o n gl y  a s s o ci at e d wit h di s e a s e t h at w o ul d b e r e p ort a bl e i n t h e 

N H S s etti n g), st ati sti c all y f e w er v ari a nt s r e q uir e d a s s e s s m e nt w h e n c o m p ar e d wit h t h e G M S’ p a n el -b a s e d 

a p pr o a c h ( Wil c o x o n si g n e d r a n k p -v al u e = 0. 0 2 2). D e s pit e t hi s, m or e p at h o g e ni c v ari a nt s w er e i d e ntifi e d; 

i n cl u di n g a p at h o g e ni c v ari a nt i n A B C C 8  r e pr e s e nti n g a p arti al di a g n o si s w hi c h w a s mi s s e d b y t h e G M S 

a s it w a s n ot o n t h e s el e ct e d g e n e p a n el. F or t h e 8 f a mili e s u n d er g oi n g p ar all el e x o m e a n d g e n o m e 

s e q u e n ci n g, t h e G e n C C di s e a s e g e n e Hi P P o a n al y si s str at e g y i d e ntifi e d 1 5 v ari a nt s t h at r e q uir e d f urt h er 

a s s e s s m e nt, c o m p ar e d wit h 4 1 v ari a nt s f or t h e G M S a p pr o a c h. O v er all, t h e di a g n o sti c r at e p er n u m b er of 

v ari a nt s a s s e s s e d b et w e e n t h e G e n C C di s e a s e g e n e Hi P P o a n al y si s a n d t h e G M S’ p a n el -b a s e d a p pr o a c h  

w a s 3/ 1 5 [ 2 0 %] v s 2/ 6 3 [ 3 %] r e s p e cti v el y. Alt h o u g h t h e s a m pl e si z e i s m o d e st, t h er e i s a str o n g ar g u m e nt 

t h at g e n ot y p e-t o-p h e n ot y p e m et h o d s, f o c u s e d o n v ari a nt s wit h hi g h p at h o g e ni c p ot e nti al i n k n o w n di s e a s e 

g e n e s c o ul d pr o v e m or e eff e cti v e a n d l e s s r e s o ur c e -i nt e n si v e t h a n p a n el-b a s e d a p pr o a c h e s, d e s pit e 

c o v eri n g a wi d er r a n g e of t h e g e n o m e. I n d e e d, i n t h e G M S v er y f e w Ti er 2 v ari a nt s ar e r e p ort e d, m e a ni n g 

t h at Ti er 1 + Hi P P o m a y pr o v e a n effi ci e nt alt er n ati v e str at e g y a n d c o ul d al s o b e u s e d t o pri oriti s e t h e 

i nt er pr et ati o n of g e n e a g n o sti c v ari a nt s a n d/ or d et er mi n e w hi c h s h o ul d b e r e p ort e d a n d/ or t a k e n t o 

m ulti di s ci pli n ar y t e a m m e eti n g s. T h er e i s al s o a f urt h er ar g u m e nt t h at g e n o m e s e q u e n ci n g i s n ot b ei n g 

o pti m all y utili s e d b y t h e N H S d u e t o r e s o ur c e li mi t ati o n s a n d t h at e x o m e s e q u e n ci n g m a y pr o v e si mil arl y 

eff e cti v e; h o w e v er, t hi s c o m p ari s o n i s b e y o n d t h e s c o p e of t hi s li mit e d st u d y, w h er e b y n o p at h o g e ni c C N V s 

w er e i d e ntifi e d, a n d a ti m e -c o st -a n al y si s c o ul d n ot b e f airl y u n d ert a k e n.  

 

T h e n u m b er of H P O t er m s di d n ot v ar y si g nifi c a ntl y b et w e e n t h o s e s el e ct e d f or t h e r e s e ar c h st u d y v er s u s 

t h o s e s u b mitt e d b y cli ni ci a n s w or ki n g i n t h e N H S ( p-v al u e = 0. 1) ( T a bl e 1 0. 1 ). A r e c e nt st u d y b y Ki n g s m or e 

et al .3 6 8  s h o w e d t h at m or e H P O t er m s m a y n ot i n cr e a s e di a g n o sti c yi el d, b ut t h at a m or e f o c u s e d li st of k e y 

t er m s m a y s u p p ort a n al y si s m or e eff e cti v el y. 

 

I n t ot al, Hi P P o i d e ntifi e d 3 di a g n o s e s ( c o m p ar e d wit h 2 di a g n o s e s b y t h e G M S) a n d a f urt h er 1 0 u ni q u e 

v ari a nt s of i nt er e st i n 7 u ni q u e g e n e s, of w hi c h 3 g e n e s w er e di s c o u nt e d b y t h e G M S ( T a bl e 1 0. 4 ) a s t h e y 
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di d n ot m e et t h e t hr e s h ol d f or cli ni c al r e p orti n g. I n F A M _ 2 _ 4, Hi P P o i d e ntifi e d c o m p o u n d h et er o z y g o u s 

v ari a nt s i n I N T S 1 (7: 1 4 8 0 8 7 6 G: C a n d 7: 1 4 9 7 1 9 3: C: G ), a di s e a s e g e n e a s s o ci at e d wit h a n a ut o s o m al 

r e c e s si v e di s or d er ( MI M: 6 1 8 5 7 1 ) pr e s e nti n g wit h c at ar a ct s, p o or gr o wt h, d e v el o p m e nt al d el a y, a n d 

d y s m or p hi c f a ci e s. W hil st F A M _ 2 _ 4 s h ar e s s o m e f e at ur e s wit h t h e I N T S 1 r el at e d s y n dr o m e, h e d o e s n ot 

h a v e c at ar a ct s a n d i s l ar g e ( wit h hi s w ei g ht tr a c ki n g al o n g t h e 9 9 t h p er c e ntil e) o p p o s e d t o b ei n g s m all. 

T h e s e v ari a nt s ar e b ei n g r e vi e w e d b y hi s cli ni c al t e a m.  

 

I n F A M _ 8 _ 2 3, b ot h Hi P P o a n d t h e G M S i d e ntifi e d c o m p o u n d h et er o z y g o u s v ari a nt s ( o n e p at h o g e ni c a n d 

o n e V U S) i n S D C C A G 8  (1: 2 4 3 3 4 1 0 7 0: T G: T a n d 1: 2 4 3 3 7 8 7 9 9: A: G), a di s e a s e g e n e a s s o ci at e d wit h a n 

a ut o s o m al r e c e s si v e r eti n al -r e n al cili o p at h y ( MI M: 6 1 5 9 9 3 a n d MI M: 6 1 3 6 1 5). T h e s e v ari a nt s h a v e b e e n 

di s c u s s e d at l e n gt h wit h t h e cli ni c al t e a m a n d ar e n ot f elt t o e x pl ai n t h e n e p hr ot i c p h e n ot y p e. O n r e n al 

bi o p s y, t h e p ati e nt h a d i m m at ur e gl o m er ul ar d e v el o p m e nt diff u s e f o ot pr o c e s s eff a c e m e nt o n el e ctr o n 

mi cr o s c o p y w hi c h i s i n c o n si st e nt wit h a r eti n al -r e n al cili o p at h y. F urt h er m or e, t h er e w er e a d diti o n al 

i n c o n si st e nt f e at ur e s i n cl u di n g mi cr o c e p h al y, c er e b ell o p o nti n e h y p o pl a si a a n d f u n cti o n al a s pl e ni a. I n t h e 

s a m e i n di vi d u al, a d e n o v o  v ari a nt i n Z N F 9 1  w a s i d e ntifi e d . T hr o u g h M M E, a c oll a b or ati o n h a s b e e n 

e st a bli s h e d wit h a gr o u p p erf or mi n g f u n cti o n al st u di e s o n t hi s g e n e, w h er e b y t h e y al s o h a v e a p ati e nt wit h 

mi cr o c e p h al y a n d n e p hr oti c s y n dr o m e.  

 

I n t ot al, 6 v ari a nt s i n 5 n o v el g e n e s w er e s u b mitt e d t o M M E fr o m t h e e x o m e st u d y, w hi c h i s b e y o n d t h e 

r e mit of t h e N H S di a g n o sti c c a p a cit y. N o m at c h e s w er e e st a bli s h e d f or P K D 1 L 3  a n d F O X B 2.  I n a d diti o n t o 

Z N F 9 1  ( a s d e s cri b e d a b o v e i n F A M _ 9 _ 2 6 ), a m at c h e s w er e m a d e wit h c oll a b or at or s w or ki n g o n H M G B 1 

(d e n o v o  v ari a nt f o u n d i n F A M _ 1 _ 1) a n d A D G R B 2  (d e n o v o  v ari a nt f o u n d i n m o n o z y g oti c t wi n si st er s 

F A M _ 4 _ 1 3 a n d F A M _ 4 _ 1 0). I n 2 0 2 1, a p a p er w a s p u bli s h e d o n H M G B 1  pr e di ct e d l o s s -of -f u n cti o n v ari a nt s 

i n 6 p ati e nt s.3 6 9  C o m m o n f e at ur e s i n cl u d e d d e v el o p m e nt al d el a y, l a n g u a g e d el a y, mi cr o c e p h al y, o b e sit y 

a n d d y s m or p hi c f e at ur e s, s o m e of w hi c h o v erl a p wit h F A M _ 1 _ 1. T hi s v ari a nt h a s b e e n r et ur n e d t o t h e 

p ati e nt’ s cli ni ci a n , w h er e b y t h e y ar e dir e ctl y c oll a b or ati n g  wit h t h e a ut h or s of t h e 2 0 2 1 p a p er. W hil st t h e 

H M G B 1 v ari a nt w a s al s o r e p ort e d a s a V U S t hr o u g h t h e G M S, t h er e i s n o ti m e pr o vi si o n f or cli ni ci a n s t o 

c o n si d er a n d f oll o w u p a n y u nr e p ort e d n o v el c a n di d at e s. F urt h er m or e, m o st d e n o v o  c a n di d at e s i n n o v el 
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g e n e s ar e di sr e g ar d e d b y t h e G M S a n d s o ar e s el d o m i n v e sti g at e d f urt h er. T h at s ai d, a n o n y mi s e d p ati e nt 

d at a ar e e v e nt u all y d e p o sit e d i n t h e G e n o mi c s E n gl a n d R e s e ar c h E n vir o n m e nt, m e a ni n g t h at n o v el 

v ari a nt s m a y b e i d e ntifi e d a n d l at er i n v e sti g at e d t hr o u g h r e s e ar c h. 

 

I n 2 0 1 7, a p a p er w a s p u bli s h e d i n H u m a n M ut ati o n d e s cri bi n g a mi s s e n s e v ari a nt i n A D G R B 2 i n a p ati e nt 

pr e s e nti n g wit h d e v el o p m e nt al d el a y a n d pr o gr e s si v e s p a sti c p ar a p ar e si s; f e at ur e s s h ar e d wit h i d e nti c al 

t wi n s F A M _ 4 _ 1 3 a n d F A M _ 4 _ 1 0 h ar b o uri n g a d e n o v o  p L o F i n t h e s a m e g e n e. 3 7 0  T h e a ut h or s s h o w e d t h at 

t h eir s p e cifi c v ari a nt d e m o n str at e d g ai n of f u n cti o n. T h e a ut h or s of t h e ori gi n al  p a p er h a v e b e e n c o nt a ct e d 

a n d ar e n o w m o d el li n g F A M _ 4’ s  v ari a nt i n vitr o a n d i n vi v o. 

 
1 0 . 4. 1  Li mit ati o n s  
 

T hi s st u d y i s s m all, r e pr e s e nti n g 2 5 i n di vi d u al s fr o m 8 f a mili e s, of w hi c h 2 4 p arti ci p a nt s r e c ei v e d p ar all el 

e x o m e a n d g e n o m e s e q u e n ci n g w hi c h c o m p ar e d t w o diff er e nt filt eri n g str at e gi e s. I n e vit a bl y a l ar g er st u d y 

i s n e e d e d t o t e st t h e v al u e of g e n e-a g n o sti c a p pr o a c h e s utili si n g p at h o g e ni cit y s c or e s c o m p ar e d wit h g e n e 

p a n el a p pr o a c h e s. T hi s i s n ot e a sil y f e a si bl e wit hi n t h e N H S, a s it i s n ot p o s si bl e t o a c c e s s a n i n di vi d u al 

p ati e nt’ s s e q u e n ci n g d at a t hr o u g h t h e G M S t o t e st alt er n ati v e str at e gi e s t h at w o ul d e n a bl e  m e  t o a c c e s s 

H P O t er m s, v ari a nt s r et ur n e d t o t h e di a g n o sti c l a b s a n d t h e di a g n o sti c cli ni c al r e p ort s. T h er ef or e, t h e o nl y 

w a y t o c o m p ar e m et h o d s w a s i n a st u d y t h at i n d e p e n d e ntl y s e q u e n c e d t h e s a m e p ati e nt s. W hil st t hi s st u d y  

c o m p ar e s  a n e x o m e wit h a g e n o m e, it s h o ul d b e n ot e d t h at t h e Q C w a s e x c ell e nt, a n d t h at t h e p a n el-b a s e d 

str at e g y of t h e G M S e s s e nti all y li mit s d at a a n al y si s t o e x o ni c r e gi o n s.  

 

D at a a n al y s e d i n a r e s e ar c h s etti n g i s n ot c o m p ar a bl e wit h d at a a n al y s e d f or di a g n o sti c p ur p o s e s a s t h e 

t hr e s h ol d f or v ari a nt f oll o w-u p a n d i n v e sti g ati o n diff er s i n a cli ni c al s etti n g, wit h i n c o n si st e n c y i n r e p orti n g 

o n n o v el di s c o v eri e s. It i s i m p ort a nt n ot t o c o nfl at e a p ot e nti al n o v el di s c o v er y i d e ntifi e d i n t h e r e s e ar c h 

s etti n g wit h a ‘ mi s s e d’ di a g n o si s. T h at s ai d, t h e r e s e ar c h e x o m e pi c k e d u p a p at h o g e ni c v ari a nt mi s s e d b y 

t h e G M S d u e t o b ei n g o ut si d e t h e a p pli e d g e n e p a n el s. 
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T hi s  st u d y w a s f urt h er bi a s e d b y pr e d o mi n a ntl y n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e s, d u e t o t h e n at ur e of 

i nt ell e ct u al di s a bilit y (I D) b ei n g o n e of t h e m o st c o m m o n r e a s o n s f or G M S r ef err al. T h e bi g g e st bi a s wit h 

I D i s e nri c h m e nt f or d e n o v o  v ari a nt s 3 7 1 , alt h o u g h b ot h t h e G M S a n d Hi P P o filt eri n g m et h o d s  a s s e s s e d f or  

t h e s e, t h er ef or e it i s n ot e x p e ct e d t h at t h e p erf or m a n c e w o ul d  dr a sti c all y c h a n g e  b et w e e n a p pr o a c h e s . 

 

N o p at h o g e ni c v ari a nt s w er e i d e ntifi e d b y G M S cli ni c al g e n o m e s e q u e n ci n g t h at w er e n ot c a pt ur e d b y t h e 

r e s e ar c h e x o m e, alt h o u g h a l ar g er s a m pl e si z e i s n e e d e d t o t e st t h e di a g n o sti c u plift g ai n e d fr o m str u ct ur al 

v ari a nt s d et e ct e d u si n g g e n o m e s e q u e n ci n g v e r s u s p ot e nti al mi s s e d di a g n o s e s fr o m u si n g p a n el -b a s e d 

a p pr o a c h e s.    

1 0 . 5 C o n cl u si o n  
 

T hi s st u d y c o m p ar e d a g e n e a g n o sti c filt eri n g str at e g y c all e d Hi P P o a s a p pli e d t o r e s e ar c h e x o m e d at a 

wit h a g e n e p a n el -b a s e d a n al y si s str at e g y a p pli e d t o g e n o m e s e q u e n ci n g d at a. D e s pit e Hi P P o b ei n g p a n -

e x o mi c, a si mil ar n u m b er of v ari a nt s w er e a s s e s s e d p e r p ati e nt t o t h e p a n el-b a s e d str at e g y of t h e G M S 

a n d m or e v ari a nt s of i nt er e st w er e i d e ntifi e d; t hi s i n cl u d e s a p at h o g e ni c v ari a nt i n A C D C C 8  a n d d e n o v o  

v ari a nt s i n 3 n o v el g e n e s, w h er e b y c a s e s eri e s a n d f u n cti o n al e x p eri m e nt s ar e u n d er w a y, w hi c h hi g hli g ht s 

t h e a d d e d p ot e nti al t h at r e s e ar c h st u di e s c a n off er. W h e n r e stri cti n g Hi P P o t o G e n C C di s e a s e g e n e s, 

st ati sti c all y f e w er v ari a nt s r e q uir e d a s s e s s m e nt t o i d e ntif y t h e s a m e di a g n o s e s a s i d e ntifi e d b y t h e G M S 

( 2 0 % v s 3 % r e s p e cti v el y), r e pr e s e nti n g a gr e at er di a g n o sti c yi el d p er v ari a nt a s s e s s e d. T hi s pr eli mi n ar y 

w or k s u g g e st s t h at p a n el -b a s e d a p pr o a c h e s ar e li mit e d a n d t h at t h e y c o ul d b e i m pr o v e d b y i n c or p or ati n g 

s p e cifi c v ari a nt pri oriti s ati o n m etri c s. F urt h er t e sti n g i s r e q uir e d t o i nt e gr at e t h e s e c o m pl e m e n t ar y 

a p pr o a c h e s t o o pti mi s e t h e a n al yti c al str at e g y f or g e n o m e s e q u e n ci n g wit hi n t h e N H S.
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C h a pt e r 1 1  | S u m m ar y of k e y fi n di n g s  
 

1 1. 0  I nt r o d u cti o n 
 
T hi s  c h a pt er pr o vi d e s a s u m m ar y of t h e k e y fi n di n g s of t hi s d o ct or al t h e si s. T h e f oll o wi n g c h a pt er ( C h a pt er 

1 2 ) a d dr e s s e s f ut ur e dir e cti o n s.  

 

1 1. 1  L o s s of f u n cti o n c o n st r ai nt  
 
It i s w ell e st a bli s h e d t h at s o m e g e n e s ar e m or e bi ol o gi c all y e s s e nti al t h a n ot h er s; i n ot h er w or d s, s o m e 

g e n e s ar e r e d u n d a nt, a n d h u m a n s c a n t ol er at e bi all eli c k n o c k o ut, w h er e a s ot h er g e n e s ar e e m br y o ni c 

l et h al wit h j u st o n e aff e ct e d all el e i. e. t h e g e n e c a u s e s l et h alit y t h o u g h h a pl oi n s uffi ci e n c y. W hil st s o m e 

g e n e s li e at t h e e xtr e m e s  of c o n str ai nt f or - a n d a g ai n st - l o s s-of -f u n cti o n, t h e m aj orit y r e si d e al o n g a 

s p e ctr u m of  s o m e  i nt ol er a n c e t o i n a cti v ati o n.2 6  U n s ur pri si n gl y,  a ut o s o m al r e c e s si v e di s e a s e g e n e s o c c u p y 

t h e mi d dl e of t hi s s p e ctr u m. 2 6, 3 0 5  B ei n g a bl e t o diff er e nti at e b et w e e n e s s e nti al a n d r e d u n d a nt g e n e s i s 

criti c al  i n el u ci d ati n g w hi c h g e n e s m a y b e i m pli c at e d i n di s e a s e , a n d w hi c h g e n e s m a y b e u s e d a s s af e 

dr u g t ar g et s . 

 

T h e L O E U F m et h o d (m et h o d s 2. 6. 1. 2 ), d e v el o p e d d uri n g ti m e s p e nt at t h e Br o a d I n stit ut e  of MI T a n d 

H ar v ar d , m o d el s e x o m e a n d g e n o m e d at a fr o m 1 4 1, 0 0 0 i n di vi d u al s i n t h e p o p ul ati o n r ef er e n c e d at a b a s e, 

g n o m A D. 2 6  L O E U F i s a c o n str ai nt s c or e, t h at i n si m pl e t er m s, c o m p ar e s  t h e e x p e ct e d n u m b er of p L o F 

v ari a nt s i n a gi v e n g e n e v er s u s t h e n u m b er of p L o F v ari a nt s o b s er v e d. 1 3 3  G e n e s wit h t h e l o w e st L O E U F 

s c or e s ar e a s s o ci at e d wit h h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s a n d g e n e s wit h t h e hi g h e st L O E U F s c or e s ar e 

hi g hl y m ut a bl e, e. g. olf a ct or y r e c e pt or g e n e s. 3 0 5  T h er ef or e, it i s r e a s o n a bl e t o a s s u m e t h at p L o F v ari a nt s 

i d e ntifi e d i n l o w s c ori n g L O E U F g e n e s m a y c a u s e di s e a s e, a n d t h at p L o F v ari a nt s i n hi g h s c ori n g L O E U F 

g e n e s w o ul d h a v e n o p h e n ot y pi c c o n s e q u e n c e. H o w e v er, v ari a nt c alli n g s oft w ar e  a p pli e d t o s e q u e n ci n g 

d at a  c a n n ot r eli a bl y di s cri mi n at e a tr u e L o F v ari a nt fr o m a n err o n e o u s L o F v ari a nt. W hil st a ut o m at e d 

m et h o d s, s u c h a s L O F T E E ( s e e m et h o d s  2. 6. 1. 3 ), e xi st t o i d e ntif y s o m e err o n e o u s p L o F c all s, t h e c urr e nt 
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b e st m et h o d i s c ur ati o n .2 8 4  T hi s i n v ol v e s m a n u all y a s s e s si n g p L o F v ari a nt s  f or err or s i n cl u di n g a n n ot ati o n, 

tr a n s cri pt, a n d r e s c u e err or s.3 2 7  

 

C h a pt er 3  d e s cri b e s a s et of m a n u al c ur ati o n r ul e s t h at w er e d e v el o p e d t o s y st e m ati c all y cl a s sif y t h e 

li k eli h o o d t h at a pr e di ct e d l o s s-of -f u n cti o n v ari a nt i s tr ul y l o s s-of -f u n cti o n. D at a w er e a c c e s s e d fr o m 1 4 1, 0 0 0 

a d ult s  i n g n o m A D, a d at a s et d e pl et e d f or m o n o g e ni c p a e di atri c di s e a s e.2 5  Pr e di ct e d L o F v ari a nt s i n 6 1 

hi g hl y p e n etr a nt g e n e s k n o w n t o c a u s e m o n o g e ni c p a e di atri c -o n s et di s e a s e  w er e i d e ntifi e d .2 1 4  T h e 

t h e or eti c al e x p e ct ati o n w a s t h at n o i n di vi d u al s i n g n o m A D w o ul d h ar b o ur p L o F v ari a nt s i n t hi s g e n e -s et . 

H o w e v er,  m a n y v ari a nt s w er e  i d e ntifi e d, b ut un s ur pri si n gl y, t h e m aj orit y ( 7 6 %) w er e n ot tr u e L o F v ari a nt s  

f oll o wi n g m a n u al c ur ati o n. T h e m o st c o m m o n r e a s o n t o e x cl u d e a v ari a nt w a s a tr a n s cri pt err or, w h er e b y 

t h e p L o F v ari a nt w a s o n a p o orl y e x pr e s s e d tr a n s cri pt, li k el y of littl e bi ol o gi c al r el e v a n c e. 2 1 4  T h e s e d at a 

hi g hli g ht h o w p L o F v ari a nt s m u st b e i nt er pr et e d c a uti o u sl y i n a cli ni c al s etti n g. T hi s h a s l e d t o a d diti o n al 

w or k , i n c oll a b or ati o n wit h t h e Br o a d I n stit ut e, t h at a d v a n c e s i nt er pr et ati o n of p L o F v ari a nt s a n d pr o vi d e s 

r e c o m m e n d ati o n s o n a dj u st m e nt s t o A C M G -A M P g ui d eli n e s, n o w a v ail a bl e a s a p u bli c ati o n i n t h e 

A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s  (A p p e n di x P a p er 6 ).2 8 4   

 

1 1 .2  A p pli c ati o n of L O E U F t o i d e ntif y n o v el di s e a s e g e n e s  
 
B ei n g a bl e t o diff er e nti at e g e n e s t ol er a nt t o L o F a n d g e n e s i nt ol er a nt t o L o F h a s si g nifi c a nt cli ni c al 

i m pli c ati o n s. G e n e s m o st c o n str ai n e d f or L o F, a s q u a ntifi e d b y a v er y  l o w (< 0. 2 ) L O E U F s c or e ar e hi g hl y 

e nri c h e d f or h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s ( p < 0. 0 0 0 0 1). Y et, ~ 6 5 % of t h e s e g e n e s ar e y et t o  h a v e a 

di s e a s e -g e n e r el ati o n s hi p .2  I n d e e d, t h e f u n cti o n of m o st g e n e s r e m ai n s u n k n o w n, s u g g e sti n g t h at t h er e ar e 

m a n y di s e a s e g e n e s y et t o b e di s c o v er e d. T hi s i s p er h a p s f urt h er s u p p ort e d b y s u b o pti m al di a g n o s i s r at e s 

f or p ut ati v e m o n o g e ni c di s e a s e s; c urr e ntl y, a p pr o xi m at el y 7 0 % of r ar e di s e a s e p ati e nt s d o n ot  r e c ei ve  a 

m ol e c ul ar di a g n o si s . A n d w hil st t h e n o n -c o di n g g e n o m e m a y r e s ol v e a pr o p orti o n of t h e s e c a s e s, e vi d e n c e 

s u g g e st s t h er e i s still m u c h t o b e gl e a n e d fr o m t h e e x o m e.  

 

I n C h a pt er 4 , a li st of g e n e s wit h a L O E U F s c or e < 0. 2 w er e i d e ntifi e d t h at , at t h e ti m e , w er e y et t o h a v e a  

di s e a s e -g e n e r el ati o n s hi p . Wit h a c c e s s t o d ei d e ntifi e d g e n ot y p e a n d p h e n ot y p e  d at a fr o m p arti ci p a nt s 
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s e q u e n c e d t hr o u g h t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct, 2 0, 0 5 0 r ar e di s e a s e f a mili e s w er e q u eri e d f or i n di vi d u al s 

wit h d e n o v o  p L o F v ari a nt s i n L O E U F  c o n str ai n e d g e n e s. S p e cifi c all y, c a s e s w er e pri oriti s e d w h er e b y  m or e 

t h a n o n e u nr el at e d i n di vi d u al h a d a p L o F v ari a nt i n t h e s a m e g e n e a n d s h ar e d H P O  t er m s. T hi s a p pr o a c h 

i d e ntifi e d 1 8 p ut ati v e n o v el di s e a s e g e n e s;  w h er e b y m ulti pl e u nr el at e d i n di vi d u al s h a d o v erl a p pi n g 

p h e n ot y p e s. T hi s s h o w c a s e s t h e v al u e of a c c e s si n g ri c h g e n o mi c d at a s et s of r ar e di s e a s e p ati e nt s , 

w h er e b y t h er e i s i n cr e a s e d p o w er t o i d e ntif y m ulti pl e i n di vi d u al s wit h e xtr e m el y r ar e v ari a nt s i n t h e s a m e 

g e n e s. Si n c e i d e ntif yi n g t h e s e 1 8 p ut ati v e n o v el di s e a s e g e n e s, 1 2/ 1 8 ( 6 7 %) h a v e b e e n i n d e p e n d e ntl y 

p u bli s h e d a s n o v el di s e a s e g e n e s . T hi s d e m o n str at e s  t h at g e n e c o n str ai nt  m etri c s  c a n  pr e di ct  n o v el 

di s e a s e g e n e s , e v e n w h e n t h e f u n cti o n of t h e g e n e i s u n k n o w n. T h e 6 r e m ai ni n g g e n e s ar e b ei n g 

i n v e sti g at e d f urt h er. T w o of t h e s e g e n e s, D D X 1 7  a n d  H D L B P , ar e cl o s e t o p u bli c ati o n a n d ar e d e s cri b e d 

i n C h a pt er s 5  a n d 6 , a n d bri efl y b el o w . F o ur g e n e s, RI F 1, C A S Z 1, A N K R D 1 2  a n d C L A S P 1, h a v e 

e x p eri m e nt s pl a n n e d i n X e n o p u s . 

 
1 1 . 2. 1  D D X 1 7  
 
D D X 1 7 i s a n R N A h eli c a s e s h o w n t o b e i n v ol v e d i n criti c al pr o c e s s e s d uri n g t h e e arl y p h a s e s of n e ur o n al 

diff er e nti ati o n.  C h a pt er 5  d e s cri b e s t h e c oll ati o n of a gl o b al c a s e s eri e s of  1 1 p ati e nt s wit h 

n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e s h ar b o uri n g  d e n o v o  m o n o all eli c v ari a nt s i n D D X 1 7 . All 1 1 p ati e nt s h av e  

i nt ell e ct u al di s a bilit y, d el a y e d s p e e c h a n d l a n g u a g e, a n d m ot or d el a y. 

 

W or ki n g wit h c oll e a g u e s i n Fr a n c e, i n ut er o c orti c al el e ctr o p or ati o n w er e p erf or m e d i n t h e br ai n of 

d e v el o pi n g mi c e, a s s e s si n g a x o n c o m pl e xit y a n d o ut gr o wt h of el e ctr o p or at e d n e ur o n s, c o m p ari n g wil d -t y p e 

a n d D d x 1 7 k n o c k d o w n. E x vi v o  c orti c al el e ctr o p or ati o n w er e t h e n c o n d u ct e d o n n e ur o n al pr o g e nit or s t o 

q u a ntiti v el y a s s e s s a x o n al d e v el o p m e nt at a si n gl e c ell r e s ol uti o n. H o m o z y g o u s a n d h et er o z y g o u s d d x 1 7  

cri s p a nt k n o c k o ut s i n X e n o p u s tr o pi c ali s  w er e g e n er at e d w h er e b y m or p h ol o g y  w a s a s s e s s e d , b e h a vi o ur al 

a s s a y s  p erf or m e d , a n d n e ur o n o ut gr o wt h e x a mi n e d . F urt h er  tr a n s cri pt o mi c a n al y si s w a s u n d ert a k e n of 

n e ur o bl a st o m a S H -S Y 5 Y c ell s, l o o ki n g f or diff er e nti all y e x pr e s s e d g e n e s i n D D X 1 7 -K D c ell s c o m p ar e d t o 

c o ntr ol s.  
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K n o c k d o w n of D d x 1 7 i n el e ctr o p or at e d m o u s e n e ur o n s i n vi v o s h o w e d d el a y e d n e ur o n al mi gr ati o n a s w ell 

a s d e cr e a s e d c orti c al a x o n c o m pl e xit y. M o u s e pri m ar y c orti c al n e ur o n s r e v e al e d r e d u c e d a x o n o ut gr o wt h 

u p o n k n o c k d o w n of D d x 1 7  i n vitr o. T h e a x o n o ut gr o wt h p h e n ot y p e w a s r e pli c at e d i n cri s p a nt d d x 1 7  

t a d p ol e s, i n cl u di n g i n a h et er o z y g o u s m o d el. Cri s p a nt t a d p ol e s h a d cl e ar f u n cti o n al n e ur al d ef e ct s a n d 

s h o w e d a n i m p air e d n e ur o b e h a vi or al p h e n ot y p e. Tr a n s cri pt o mi c a n al y si s i d e ntifi e d a st ati sti c all y si g nifi c a nt 

n u m b er of diff er e nti all y e x pr e s s e d g e n e s i n v ol v e d i n n e ur o d e v el o p m e nt al pr o c e s s e s i n D D X 1 7-K D c ell s 

c o m p ar e d t o c o ntr ol c ell s . 

 

E vi d e n c e fr o m m o u s e, fr o g, a n d tr a n s cri pt o mi c a n al y si s str o n gl y s u p p ort t h e o b s er v ati o n i n h u m a n s t h at 

m o n o all eli c v ari a nt s i n D D X 1 7  c a u s e a n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er , S e a b y-E n ni s S y n dr o m e . 

 
1 1 .2 . 2  H D L B P  
 
H D L B P  i s a g e n e s h o w n t o c o ntri b ut e t o bi ol o gi c al pr o c e s s e s i n cl u di n g pr ot ei n s e gr e g ati o n a n d tr a n sl ati o n. 

C h a pt er  6 d e s cri b e s  7 p ati e nt s wit h d e n o v o  m o n o all eli c v ari a nt s i n H D L B P , all of w h o m h a v e a 

n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e.  

 

W or ki n g wit h t h e E ur o p e a n X e n o p u s R e s o ur c e C e ntr e, h o m o z y g o u s a n d h et er o z y g o u s h dl b p  cri s p a nt 

k n o c k o ut s  w er e g e n er at e d . T h e s e cri s p a nt s w er e a s s e s s e d f or gr o s s m or p h ol o gi c al a b n or m aliti e s a n d 

s u bj e ct t o n e ur o b e h a vi o ur al a s s a y s. M ar k u s L a n dt h al er’ s gr o u p  i n G er m a n y h a v e a s s e s s e d  t h e R N A-

bi n di n g of H D L B P a n d t w o p ati e nt -s p e cifi c m ut a nt s t o a n R N A  T F R C 2 pr o b e.  

 

Cri s p a nt  h dl b p  X e n o p u s  (F 0  h o m o z y g o t e s) i nj e ct e d at t h e o n e c ell st a g e di e d e arl y i n d e v el o p m e nt. Hi g hl y 

m o s ai c s ur vi vi n g F 0  cri s p a nt s s h o w e d gr o s s m or p h ol o gi c al diff er e n c e s a n d i m p air m e nt i n t h eir 

n e ur o b e h a vi o ur al f u n cti o n c o m p ar e d t o wil d  t y p e. R N A-bi n di n g of t w o H D L B P m ut a nt s (p ati e nt -s p e cifi c 

v ari a nt s)  t o a T F R C 2 R N A pr o b e w a s r e d u c e d w h e n c o m p ar e d t o t h e wil d  t y p e pr ot ei n. 

 

E vi d e n c e fr o m X e n o p u s  s u g g e st t h at H D L B P  i s a criti c al g e n e i n d e v el o p m e nt a n d t h at s e v er el y m ut at e d 

cri s p a nt s i n t h e h o m o z y g o u s st at e ar e e m br y o ni c l et h al. M o s ai c h o m o z y g o u s cri s p a nt s di s pl a y e d a 
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n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e, i n k e e pi n g wit h t h e p h e n ot y p e o b s er v e d i n h u m a n p ati e nt s. R N A bi n di n g 

st u di e s s u p p ort e vi d e n c e t h at  p ati e nt -s p e cifi c  mi s s e n s e v ari a nt s i n H D L B P  r e d u c e t h e f u n cti o n of t h e 

pr ot ei n. F 1  st u di e s of h et er o z y g o u s X e n o p u s  cri s p a nt s ar e u n d er w a y a n d it i s h o p e d t h e s e will a d d t o t h e 

e vi d e n c e t h at d e n o v o m o n o all eli c v ari a nt s i n H D L B P  c a u s e a n e ur o d e v el o p m e nt al p h e n ot y p e.  

 

1 1 .3  A p pli c ati o n of L O E U F t o i m pr o v e di a g n o sti c r at e s  
 
T h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct di a g n o s e d a q u art er of aff e ct e d p arti ci p a nt s, b ut 2 6 % of di a g n o s e s w er e i n 

g e n e s n ot o n t h e a p pli e d i n sili c o g e n e p a n el( s). 3 2 6  G e n e p a n el s r el y o n cl e arl y c h ar a ct eri s e d p h e n ot y p e s 

a n d ri s k mi s si n g di a g n o s e s o ut si d e of t h e p a n el( s) a p pli e d. C h a pt er 7  d e s cri b e s t h e  d e v el o p m e nt  a n d 

t e sti n g of a p a n el -a g n o sti c filt eri n g str at e g y c all e d D e N o v o L O E U F t h at e x pl oit s g e n e c o n str ai nt  t o i d e ntif y 

p ot e nti al di a g n o s e s. L o w L O E U F s c or e s ( < 0. 2) a re hi g hl y e nri c h e d f or h a pl oi n s uffi ci e nt di s e a s e g e n e s . 

Fir stl y, k n o w n di s e a s e g e n e s wit h a L O E U F s c or e < 0. 2  w er e s el e ct e d. P arti ci p a nt s fr o m t h e 1 0 0, 0 0 0 

G e n o m e s Pr oj e ct ( 1 0 0 K G P) w er e c o m p ut ati o n all y q u eri e d  f or d e n o v o  p L o F v ari a nt s i n t h e s e L O E U F -

c o n str ai n e d di s e a s e g e n e s.  D e N o v o L O E U F  r a pi dl y i d e ntifi e d 3 3 2 p ut ati v e di a g n o sti c v ari a nt s. O v er a t w o-

y e ar p eri o d, 3 2 4/ 3 3 2 ( 9 8 %)  of t h e s e v ari a nt s w er e i n d e p e n d e ntl y c o nfir m e d a s di a g n o sti c or p arti all y 

di a g n o sti c  b y t h e 1 0 0 K G P.  A f urt h er  3 9 di a g n o s e s w er e i d e ntifi e d t h at w er e mi s s e d b y t h e 1 0 0 K G P ’ s 

st a n d ar d a n al y si s. All t h e s e di a g n o s e s h a v e b e e n s h ar e d wit h G e n o mi c s E n gl a n d a n d h a v e b e e n r et ur n e d 

t o p ati e nt s. C h a pt er 7  d e m o n str at e s a hi g hl y s c al a bl e, p a n el -a g n o sti c,  o p e n -a c c e s s t o ol ( a v ail a bl e at 

htt p s:// git h u b. c o m/l e c b/ D e N o v o L O E U F ) t h at h a s a 9 8 % p o siti v e pr e di cti v e v al u e  w h e n a p pli e d t o l ar g e 

d at a s et of p ati e nt s wit h r ar e di s e a s e s . Gl o b all y, a s m or e p ati e nt s ar e off er e d e x o m e a n d g e n o m e 

s e q u e n ci n g, it i s a nti ci p at e d  t h at D e N o v o L O E U F c a n b e u s e d t o r a pi dl y i d e ntif y di a g n o s e s a n d f a cilit at e 

it er ati v e r ea n al y s e s w h e n n e w di s e a s e g e n e s ar e di s c o v er e d.  

 

1 1. 4  Di a g n o si n g c ar di o m y o p at hi e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct  
 
M a n y of t h e di s or d er s r e pr e s e nt e d i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct ar e n e ur o d e v el o p m e nt al, w h er e b y d e 

n o v o v ari ati o n i s t h e e x p e ct e d m o d e of i n h erit a n c e. 1 3 2, 3 7 1  C ar di o m y o p at hi e s r e pr e s e nt a h et er o g e n o u s 

gr o u p of di s or d er s a n d ar e c o m m o nl y  i n h erit e d; t hi s i s b e c a u s e u nli k e m a n y n e ur o d e v el o p m e nt al 

https://github.com/lecb/DeNovoLOEUF
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di s or d er s,  t h e y d o n ot aff e ct f e c u n dit y. C h a pt er 8  l o o k e d at c ar di o m y o p at hi e s i n t h e 1 0 0 K G P . Of all 

1 0 0 K G P p arti ci p a nt s,  1. 6 % h a d a c ar di o m y o p at h y p h e n ot y p e, a n d d e s pit e t h e pr oj e ct f a v o uri n g tri o 

a n al y si s, 7 5 % of p arti ci p a nt s wit h c ar di o m y o p at hi e s w er e s e q u e n c e d a s si n gl et o n s. T h e di a g n o sti c r at e 

f or c ar di o m y o p at h y p ati e nt s w a s l o w at 1 2 % a n d si g nifi c a ntl y b el o w e x p e ct e d rat e s  f or c ar di o m y o p at hi e s 

a n d b el o w r at e s r e p ort e d b y t h e 1 0 0 K G P f or ot h er p h e n ot y p e s .1 3 2, 3 3 7, 3 4 0, 3 5 1  T hi s hi g hli g ht s t h e li mit ati o n s 

of si n gl et o n s e q u e n ci n g, i n a d diti o n t o t h e a d d e d c o m pl e xit y of i nt er pr eti n g s e gr e g ati o n d at a w hi c h m a y 

b e i n a c c ur at e f or c ar di a c p h e n ot y p e s  t h at c a n pr e s e nt  s u b -cli ni c all y.  

 

I n t ot al, 2 5 % of all di a g n o s e s r et ur n e d b y 1 0 0 K G P f or c ar di o m y o p at h y p arti ci p a nt s w er e n ot o n t h e 

ori gi n al g e n e p a n el s el e ct e d b y G E L. H o w e v er, 1 6 % w o ul d h a v e b e e n i d e ntifi e d if a c ar di o m y o p at h y 

s u p er p a n el h a d b e e n a p pli e d. A p pli c ati o n of a c ar di o m y o p at h y  s u p er p a n el t o u n di a g n o s e d i n di vi d u al s 

wit h c ar di o m y o p at hi e s r e v e al e d 3 c o nfir m e d mi s s e d di a g n o s e s a n d a p ot e nti al 3 6 a d diti o n al di a g n o s e s 

a w aiti n g r e vi e w b y N H S di a g n o sti c l a b or at ori e s.  

 

W hil e m a n y r ar e di s e a s e st u di e s f o c u s o n n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er s, t h er e ar e still m a n y r ar e, 

m o n o g e ni c di s e a s e s t h at aff e ct s p e cifi c or g a n s y st e m s s u c h a s t h e h e art. W or k i n C h a pt er 8  hi g hli g ht s 

h o w t h e s e c a n p ot e nti all y b e c h all e n gi n g t o di a g n o s e m ol e c ul arl y, a n d t h at g e n e p a n el s el e cti o n i s a n 

e s s e nti al c o n si d er ati o n. Wit h m o v e s t o w ar d s l o n g r e a d s e q u e n ci n g, it i s h o p e d t h at s o m e of t h e 

li mit ati o n s of pr o b a n d-o nl y s e q u e n ci n g c a n b e m iti g at ed .  

 

1 1 .5  M i s s e d bi all eli c di a g n o s e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct 
 
T h e D e N o v o L O E U F m et h o d i d e ntifi e d 3 9 mi s s e d di a g n o s e s u si n g a v er y si m pl e filt eri n g str at e g y, b ut all 

t h e v ari a nt s w er e d e n o v o  a n d of hi g h i m p a ct . T h e s e  v ari a nt s ar e t y pi c all y  r ar e, m o st oft e n n o v el, a n d q ui c k 

t o a s s e s s. O n t h e ot h er h a n d , a s s e s si n g bi all eli c v ari a nt s i s m or e c h all e n gi n g. T hi s i s, i n p art, d u e t o t h e 

s h e er n u m b er of v ari a nt s r e q uiri n g s cr uti n y , a n d t h at m a n y ar e i n h erit e d a n d t h u s h a v e hi g h er all el e 

fr e q u e n ci e s t h a n p at h o g e ni c d e n o v o  v ari a nt s . C h a pt e r 9  d e s cri b e s t h e a p pli c ati o n of a w h ol e g e n e 

p at h o g e ni cit y m etri c, G e n e P y, t o i d e ntif y p ot e nti al mi s s e d bi all eli c di a g n o s e s i n t h e 1 0 0 K GP . G e n e P y i s a 

di m e n si o n alit y r e d u cti o n al g orit h m t h at r e s c al e s c o m pl e x v ari a nt -l e v el d at a i nt o m or e i nt uiti v e g e n e-l e v el 
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d at a. G e n e P y a p pli e s a st ati sti c al f or m ul a t o e v er y v ari a nt i n an  i n di vi d u al, i n c or p or ati n g all el e fr e q u e n c y, 

v ari a nt z y g o sit y, a n d a u s er -d efi n e d d el et eri o u s m etri c . G e n e P y t h e n s u m s all v ari a nt s c or e s a cr o s s a g e n e, 

g e n er ati n g a n a g gr e g at e G e n e P y s c or e p er g e n e, p er p arti ci p a nt.  Hi g h er G e n e P y s c or e s i n a n y gi v e n g e n e 

i n di c at e i n cr e a s e d b ur d e n of p at h o g e ni cit y.  

 

G e n e P y s c or e s  w er e c al c ul at e d  f or 2 8 6 2 k n o w n r e c e s si v e di s e a s e g e n e s i n 7 8, 2 1 6 ( aff e ct e d a n d 

u n aff e ct e d)  i n di vi d u al s i n 1 0 0 K G P. It w a s pr e di ct e d t h at i n di vi d u al s wit h t h e hi g h e st r a n k e d G e n e P y s c or e s 

w o ul d b e e nri c h e d f or bi all eli c di s e a s e. F or e a c h g e n e, e v er y p er s o n’ s G e n e P y s c or e s w er e r a n k e d r el ati v e 

t o e v er y o n e el s e’ s i n t h e c o h ort. A ff e ct e d i n di vi d u al s wit h o ut a di a g n o si s w h o s e s c or e s r a n k e d a m o n g st t h e 

t o p-5 f or e a c h g e n e  w er e s cr uti ni s e d . If s o m e o n e w h o r a n k e d i n t h e t o p-5 s c or e s h a d a p h e n ot y p e 

o v erl a p pi n g t h e g e n e of i nt er e st , r ar e v ari a nt s w er e e xtr a ct e d f or d et ail e d r e vi e w. In 1 2 2/ 6 6 9 ( 1 8 %) of t h e 

p h e n ot y p e -m at c h e d c a s e s, a p ut ati v e di a g n o si s w a s i d e ntifi e d i n a t o p-r a n ki n g g e n e s u p p ort e d b y v ari a nt 

p h a s e , Cli n V ar st at u s , a n d A C M G -A M P  cl a s sifi c ati o n. T h e s e di a g n o s e s w er e mi s s e d b y 1 0 0 K G P a n d h a v e 

b e e n r et ur n e d t hr o u g h t h e di a g n o sti c di s c o v er y p at h w a y. A f urt h er 3 3 4/ 6 6 9 ( 5 0 %) of c a s e s h a v e a p o s si bl e 

mi s s e d di a g n o si s b ut r e q uir e f u n cti o n al v ali d ati o n  t o pr o v e p at h o g e ni cit y. A p pl yi n g G e n e P y at s c al e o nl y 

a d d e d  1. 2 a d diti o n al v ari a nt s ( p er i n di vi d u al) f or a s s e s s m e nt , s u g g e sti n g t h at G e n e P y i s a r a pi d a n d 

effi ci e nt t o ol i n i d e ntif yi n g bi all eli c di a g n o s e s . 

 

1 1 .6  A p a n el -a g n o sti c str at e g y ‘ Hi P P o’ i m pr o v e s di a g n o sti c 
effi ci e n c y  
 
C h a pt er s 4, 7, 8 a n d 9  s h o w c a s e  n e w  m et h o d s t o i m pr o v e di a g n o s i s r at e s f or r ar e di s e a s e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 

G e n o m e s Pr oj e ct, wit h a p arti c ul ar f o c u s o n p a n el -a g n o sti c a p pr o a c h e s. T h e n e w N H S  G e n o m i c M e di ci n e 

S er vi c e ( G M S) i m pr o v e s u p o n s o m e of t h e s h ort c o mi n g s of t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct, i n cl u di n g a 

g e n e -a g n o sti c filt eri n g str e p t h at a s s e s s e s  all d e n o v o  v ari a nt s r e g ar dl e s s of g e n e p a n el, a n d i n cl u si o n of  

E x o mi s er t o p 3 hit s. T hi s m e a n s t h at di a g n o s e s, s u c h a s t h e 3 9 i d e ntifi e d i n C h a pt er 7 , s h o ul d  n o l o n g er 

b e mi s s e d. H o w e v er, t h e G M S a n al yti c al str at e g y still pr e d o mi n a ntl y u s e s i n sili c o g e n e p a n el s. W hil st t hi s 

r e d u c e s v ari a nt s r e q uiri n g a s s e s s m e nt b y r e p orti n g l a b or at ori e s si g nifi c a ntl y a n d a v oi d s o v erl o a di n g t h e 
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N H S wit h i n ci d e nt al fi n di n g s , p at h o g e ni c v ari a nt s o ut si d e a p pli e d p a n el s m a y still b e mi s s e d if i n h erit e d, 

a n d v ari a nt s i n n o v el g e n e s ar e l ar g el y i g n or e d.  

 

C h a pt er 1 0  d e s cri b e s  a st u d y c o m p ari n g t h e a n al y si s of a r e s e ar c h e x o m e v er s u s  a G M S cli ni c al g e n o m e 

f or t h e s a m e s et of p ati e nt s. F or t h e r e s e ar c h e x o m e, a p a n el -a g n o sti c a p pr o a c h w a s a p pli e d filt eri n g f or 

v ari a nt s i n a n y g e n e wit h Hi g h P at h o g e ni c P o t e nti al ( Hi P P o) u si n g Cli n V ar, all el e fr e q u e n c y, a n d i n sili c o 

pr e di cti o n t o ol s. R e s ult a nt  Hi P P o v ari a nt s w er e t h e n f urt h er r e stri ct e d t o G e n e C ur ati o n C o aliti o n ( G e n C C) 

di s e a s e g e n e s  o nl y . T h e s e r e s ult s w er e c o m p ar e d wit h t h e G M S p a n el-b a s e d a p pr o a c h. T w e nt y -f o ur 

p arti ci p a nt s fr o m 8 f a mili e s u n d er w e nt p ar all el r e s e ar c h e x o m e a n d G M S g e n o m e s e q u e n ci n g. E x o m e 

Hi P P o a n al y si s i d e ntifi e d a si mil ar n u m b er of v ari a nt s a s t h e G M S p a n el -b a s e d a p pr o a c h  d e s pit e c o v eri n g 

m a n y m or e g e n e s . G M S g e n o m e a n al y si s r et ur n e d 2 p at h o g e ni c v ari a nt s a n d 1 d e n o v o  v ari a nt. E x o m e 

Hi P P o a n al y s e s r et ur n e d t h e s a m e t hr e e v ari a nt s pl u s a n a d diti o n al p at h o g e ni c v ari a nt a n d 3 f urt h er d e 

n o v o  v ari a nt s i n n o v el g e n e s . C a s e s eri e s ar e u n d er w a y  f or t h e n o v el di s c o v eri e s. W h e n Hi P P o w a s 

r e stri ct e d t o G e n C C di s e a s e g e n e s, st ati sti c all y f e w er v ari a nt s r e q uir e d a s s e s s m e nt t o i d e ntif y m or e 

p at h o g e ni c v ari a nt s t h a n r e p ort e d b y t h e G M S . T hi s g a v e a di a g n o sti c r at e p er v ari a nt a s s e s s e d of 2 0 % 

f or Hi P P o v er s u s 3 % f or t h e G M S. T hi s w or k d e m o n str at e s t h at p a n el -a g n o sti c str at e gi e s d o n ot n e c e s s aril y 

m e a n a s s e s s m e nt of m or e v ari a nt s if i n sili c o m etri c s ar e i n c or p or at e d i nt o filt eri n g st e p s. Wit h U K pl a n s t o 

s e q u e n c e 5 milli o n g e n o m e s, str at e gi e s ar e n e e d e d t o o pti mi s e g e n o m e a n al y si s b e y o n d g e n e p a n el s 

w hil st mi ni mi si n g t h e b ur d e n of v ari a nt s r e q uiri n g cli ni c al a s s e s s m e nt.  T hi s c a n h el p e a s e pr e s s ur e s o n 

str e s s e d N H S s y st e m s a n d i m pr o v e di a g n o sti c effi ci e n c y.  
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C h a pt e r 1 2  | F ut ur e c h all e n g e s  
 

1 2. 0  I nt r o d u cti o n 

 
U n d o u bt e dl y, t h e utilit y of c o nt e m p or ar y s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s h a s c at a p ult e d cli ni c al m e di ci n e i nt o a 

g e n o mi c s er a. T h e s h e er p a c e at w hi c h t h e s e t e c h n ol o gi e s h a s e m er g e d a n d t h e i n v e st m e nt i nt o t h eir 

cli ni c al a p pli c ati o n hi g hli g ht s t h eir p ot e nti al. T h e  U K h a s pl e d g e d t o cr e at e t h e m o st a d v a n c e d g e n o mi c 

h e alt h c ar e s y st e m wit h a G e n o m i c M e di ci n e S er vi c e t h at pl a n s t o s e q u e n c e 5 milli o n i n di vi d u al s i n t h e 

c o mi n g y e ar s. A p pli c ati o n of g e n o mi c s t e c h n ol o gi e s h a s t h e p ot e nti al t o tr a n sf or m h e alt h c ar e b y i d e nti f yi n g 

di a g n o s e s e arl y, m at c hi n g p ati e nt s t o t h e m o st eff e cti v e tr e at m e nt s , a n d i m pr o vi n g m e c h a ni sti c 

u n d er st a n di n g of di s e a s e t h at c a n f e e d i nt o  d e v el o p m e nt of n e w t h er a pi e s. H o w e v er, t h e a bilit y t o r a pi dl y 

s e q u e n c e a n d pr o c e s s d at a f ar o ut p a c e s t h e a bilit y t o a n al y s e it . T h e e x pl o si o n of g e n er at e d s e q u e n ci n g 

d at a i s c urr e ntl y str e s si n g h e alt h c ar e s y st e m s, p arti c ul arl y t h e N H S , i m p e di n g di a g n o sti c r e p orti n g, a n d 

li miti n g p er s o n ali s e d t h er a pi e s. W aiti n g ti m e s f or t h e i nt er pr et ati o n a n d f e e d b a c k of g e n o mi c r es ult s i s b ei n g 

n e g ati v el y i m p a ct e d b y i n s uffi ci e nt m a n p o w er a n d v a st q u a ntiti e s of  v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e . 

T h er e i s a c urr e nt b a c kl o g of ~ 2 9, 0 0 0 p ati e nt s i n E n gl a n d p e n di n g r e p orti n g of t h eir d at a b y t h e G M S 

( G e n o mi c M e di ci n e S er vi c e Alli a n c e F or u m; J ul y 2 0 2 3).  

 

T hi s c h a pt er di s c u s s e s  s o m e of t h e f ut ur e c h all e n g e s , c o n si d er ati o n s, a n d o p p ort u niti e s f or  g e n o mi c s 

m o vi n g f or w ar d.  

 

1 2 .1  M o vi n g b e y o n d p a n el b a s e d st r at e gi e s  
 
T o f o c u s g e n o mi c a n al y si s a n d si g nifi c a ntl y r e d u c e t h e b ur d e n of v ari ati o n r e q uiri n g a s s e s s m e nt b y cli ni c al 

l a b or at ori e s, t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct a n d t h e s u b s e q u e nt G M S h a v e a d o pt e d i n sili c o p a n el -b a s e d 

str at e gi e s. W hil st t h e s e c ert ai nl y r e d u c e t h e n u m b er of v ari a nt s r e q uiri n g s cr uti n y b y di a g n o sti c l a b or at ori e s  

i n cl u di n g i n ci d e nt al fi n di n g s, t h e y ri s k mi s si n g di a g n o s e s i n g e n e s n ot i n cl u d e d o n t h e pr e-s el e ct e d g e n e 

p a n el  t h at m a y still b e cli ni c all y r el e v a nt. I n t h e 1 0 0 K G P, 2 6 % of c o nfir m e d di a g n o s e s w er e n ot o n t h e g e n e 

p a n el a p pli e d a n d w er e l at er i d e ntifi e d b y r e s e ar c h er s. 3 2 6  O n e of t h e m aj or c h all e n g e s wit h g e n e p a n el s i s 
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t h at t h e y ar e o ut d at e d at t h e p oi nt of u s e a n d r e q uir e s el e cti o n of t h e ‘ c orr e ct’ g e n e p a n el. I n t h e U K, 

cli ni ci a n s m u st s el e ct t h e g e n e p a n el t o b e a p pli e d w h e n r e q u e sti n g g e n o m e s e q u e n ci n g  i n t h e N H S. 

H o w e v er , wit h t h e p a c e t h at g e n o mi c s h a s i nfiltr at e d all a s p e ct s of cli ni c al m e di ci n e , t hi s h a s m e a nt t h at  

littl e t o n o tr ai ni n g h a s b e e n pr o vi d e d t o g ui d e cli ni ci a n s  o n g e n e p a n el s el e cti o n , n or a c c ur at e r e c or di n g of 

p h e n ot y p e d at a.  

 

W or k pr e s e nt e d i n t hi s t h e si s cl e arl y d e m o n str at e s t h at p a n el -a g n o sti c a p pr o a c h e s h a v e m erit. H o w e v er, 

a m aj or c o n c er n of wi d e ni n g a n al y si s b e y o n d p a n el s i s t h e ri s k t h at m a n y m or e v ari a nt s will r e q uir e 

a s s e s s m e nt. D e s pit e t h e s e c o n c er n s, t h e w or k pr e s e nt e d i n C h a pt er 1 0  s h o w s t h at p a n el -a g n o sti c 

str at e gi e s d o n ot h a v e t o m e a n e x c e s si v e n u m b er s of a d diti o n al v ari a nt s r e q uir i n g r e vi e w. W h e n  

p at h o g e ni cit y t o ol s ar e i nt e gr at e d i nt o v ari a nt a n al y s e s , m a n y v ari a nt s m or e c a n b e e x cl u d e d; t hi s m e a n s 

t h at p a n el-a g n o sti c str at e gi e s c a n a s s e s s m or e of t h e g e n o m e, y et still mi ni mi s e t h e n u m b er of v ari a nt s 

r e q uiri n g a s s e s s m e nt . T h e Hi P P o pr ot o c ol cl e arl y d e m o n str at es  t h at v ari a nt a n al y si s c a n b e e x p a n d e d t o 

all di s e a s e g e n e s ( a s d efi n e d wit h str o n g or d efi niti v e e vi d e n c e i n G e n C C) a n d still r et ur n f e w er v ari a nt s 

t h a n t h e G M S p a n el -b a s e d str at e g y. A n ot h er c o n c er n of p a n el -a g n o sti c a p pr o a c h e s i s t h e i d e ntifi c ati o n of 

i n ci d e nt al fi n di n g s. W hil st it m a y b e d e sir a bl e t o i d e ntif y a cti o n a bl e i n ci d e nt al fi n di n g s, t h e N H S c urr e ntl y 

d o e s n ot h a v e c a p a cit y t o d e al wi t h t h e s e, a s w a s d e m o n str at e d i n t h e 1 0 0 K G P. 

 

W hil st t h e Hi P P o pr ot o c ol s h o w s pr o mi s e, t h e s a m pl e si z e u s e d w a s m o d e st, li miti n g t h e v ali dit y of a n y 

c o n cl u si o n s. T hi s hi g hli g ht s o n e of t h e m aj or c h all e n g e s of w or ki n g wit h s e n siti v e g e n o mi c d at a  i n cli ni c al 

a n d r e s e ar c h s etti n g s . F or e x a m pl e, U K -b a s e d c li ni ci a n s t h at r ef er p ati e nt s t o t h e G M S f or g e n o m e 

s e q u e n ci n g ar e n ot a bl e t o vi e w t h eir o w n p ati e nt’ s g e n o m i c d at a; i n t h e N H S t h e y o nl y r e c ei v e t h e fi n al 

r e p ort. E v e n if t h e cli ni ci a n h a s a c c e s s t o d ei d e ntifi e d d at a wit hi n a s e c ur e r e s e ar c h e n vir o n m e nt , t h at m a y  

i n cl u d e s o m e of t h eir o w n p ati e nt s, t h e y ar e n ot p er mitt e d t o  att e m pt t o  i d e ntif y or  a n al y s e t h eir o w n p ati e nt’ s 

d at a. T h er ef or e, t o c o n d u ct a  c o m p ari s o n of t h e Hi P P o m et h o d v er s u s t h e G M S str at e g y , t h er e w a s n o 

c h oi c e b ut t o i n d e p e n d e ntl y c o n s e nt a n d r e-s e q u e n c e  (i n a r e s e ar c h s etti n g) t h e s a m e p ati e nt s t h at 

u n d er w e nt g e n o m e s e q u e n ci n g t hr o u g h t h e G M S. T o o bt ai n a c c e s s t o st u d y p arti ci p a nt s’  G M S d a t a, 

r e s e ar c h c o n s e nt w a s o bt ai n e d t o a c c e s s t h eir m e di c al r e c or d s , t h eir G M S di a g n o sti c r e p ort s , a n d t h e 
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v ari a nt -l e v el d at a r et ur n e d t o t h e W e s s e x R e gi o n al G e n o mi c s L a b or at or y. T h er e i s a n ar g u m e nt t h at 

r e s e q u e n ci n g p ati e nt s w h o  h a v e alr e a d y u n d er g o n e pri or s e q u e n ci n g i s n ot a g o o d u s e of r e s e ar c h f u n di n g. 

H o w e v er, wit h t h e l a c k of fl ui d i nf or m ati o n g o v er n a n c e str u ct ur e s f a cilit ati n g s e c ur e d at a fl o w t h at b e n efit s 

p ati e nt s wit h o ut c o m pr o mi si n g t h eir pri v a c y, s u c h m e a s ur e s  ar e s o m eti m e s n e c e s s ar y  t o a c c e s s p ati e nt-

s p e cifi c v ari a nt l e v el d at a. T hi s i s b e c o mi n g a n i n cr e a si n g pr o bl e m w h e n cli ni ci a n s r e c ei v e n e g ati v e 

g e n o m e r e p ort s o n t h eir p ati e nt s a n d t h e n wi s h t o vi e w ( or a s k a c oll e a g u e t o vi e w) t h eir p ati e nt’ s r a w d at a, 

p er h a p s t o a s s e s s n o n -c o di n g r e gi o n s or n e wl y di s c o v er e d g e n e s.  

 

1 2. 2  B al a n ci n g d at a s h ari n g wit h d at a pr ot e cti o n  
 
T h e willi n g n e s s f or p ati e nt s, p arti ci p a nt s, r e s e ar c h er s, a n d cli ni ci a n s t o s h ar e d at a h a s f a cilit at e d  a w e alt h 

of g e n o mi c s r e p o sit ori e s a n d ti s s u e bi o b a n k s ( T a bl e 1 2 .1 ). T h e n e e d t o pr ot e ct p ati e nt s ’ g e n ot y p e a n d 

p h e n ot y p e d at a i s cl e arl y of ut m o st i m p ort a n c e; h o w e v er, t h e d e gr e e t o w hi c h d at a g o v er n a n c e r e stri ct s 

d at a a c c e s s f or c ert ai n gr o u p s of p e o pl e v ari e s b et w e e n c o u ntri e s, a n d t hi s i s d e m o n str at e d  b y v ar yi n g 

l e v el s of d at a a c c e s s a cr o s s n u m er o u s  d at a r e p o sit ori e s.  

 

W h e n w or ki n g wit h r e s e ar c h d at a fr o m G e n o mi c s E n gl a n d, it i s n ot p o s si bl e t o e x p ort a n y H P O t er m s or 

c o m bi n ati o n of H P O t er m s (r e g ar dl e s s of g e n ot y p e d at a) t h at i s pr e s e nt i n f e w er t h a n 5 i n di vi d u al s d u e t o 

t h e p ot e nti al t h at t hi s m a y i d e ntif y a  p ati e nt.  T hi s m e a n s t h at if a r e s e ar c h er i d e ntifi e s a p ot e nti al n o v el 

di s e a s e g e n e, t h e y ar e u n a bl e t o s u b mit t h e g e n e t o t h e M at c hm a k er E x c h a n g e , n or s h ar e a n y g e n ot y p e 

or p h e n ot y p e d at a. T h e o nl y w a y f or t h e s e d at a t o b e s h ar e d i s t hr o u g h c o nt a ct wit h t h e p ati e nt’ s cli ni ci a n. 

I n G E L, t h e r e s e ar c h er i s bli n d t o t h e cli ni ci a n l o o ki n g aft er t h e p ati e nt a n d m u st fill i n a cli ni ci a n c o nt a ct 

r e q u e st f or m, w hi c h i s n ot a n e a s y pr o c e s s, t a ki n g c o n si d er a bl e ti m e.  C o m pl eti o n of t h e f or m  pr o m pt s  G E L 

t o i niti at e c o nt a ct wit h t h e cli ni ci a n, h o w e v er e x p eri e n c e s u g g e st s t h at o nl y 2 0 % of cli ni c al c o nt a ct r e q u e st s  

i n G E L ar e s u c c e s sf ul. I n c o ntr a st, t h e G R E G o R C o n s orti u m i n t h e U S a d o pt s a l e s s r e stri cti v e a p pr o a c h 

t o d at a s h ari n g, w h er e b y p arti ci p ati n g s u bj e ct s ar e s p e cifi c all y c o n s e nt e d at r e cr uit m e nt f or s h ari n g of t h eir 

g e n ot y p e a n d p h e n ot y p e d at a f or t h e p ur p o s e s of n o v el g e n e di s c o v er y a n d di a g n o sti c u plift . C urr e ntl y, 

th er e i s n o a gr e e d gl o b al c o n s e n s u s o n : a) w h at c o n stit ut e s p ati e nt i d e ntifi a bl e d at a; a n d b) h o w a n d w h e n 

d at a s h o ul d b e s h ar e d. Ulti m at el y t hi s i s w h er e p ati e nt a n d p u bli c i n v ol v e m e nt i s criti c al t o i nf or m f ut ur e 
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p oli ci e s  a n d c o n s e nt pr o c e s s e s . P er h a p s a s ol uti o n m a y b e a gr a d e d l e v el of c o n s e nt, w h er e b y p arti ci p a nt s 

c a n o pt i nt o diff er e nt  l e v el s of d at a s h ari n g, d e p e n di n g o n t h eir p er s o n al pr ef er e n c e s.
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T A B L E 1 2 .1  | E X A M P L E S O F P A TI E N T R E GI S T RI E S A N D TI S S U E BI O B A N K S  

R e gi stri e s  D at a t y p e  A v ail a bilit y  D at a a c c e s s  A d diti o n al d at a a c c e s s  

g n o m A D  P o p ul ati o n g e n ot y p e d at a  O p e n a c c e s s  htt p s:// g n o m a d. br o a di n stit ut e. or g  I n di vi d u al l e v el d at a c a n 
b e a p pli e d f or t hr o u g h 
d b G a P  

G T E x p ort al  R N A ti s s u e e x pr e s si o n d at a  O p e n a c c e s s  htt p s:// gt e x p ort al. or g/ h o m e  I n di vi d u al l e v el d at a c a n 
b e a p pli e d f or t hr o u g h 
d b G a P  

G R E G o R 
C o n s orti u m  

G e n ot y p e a n d h e alt h d at a  R e q uir e s 
c o n s orti u m 
m e m b er s hi p  

htt p s:// gr e g or c o n s orti u m. or g/ d at a  S o m e d at a c a n b e 
a p pli e d f or wit h o ut 
c o n s orti u m m e m b er s hi p 
t hr o u g h d b G a P 

G e n o mi c s 
E n gl a n d  

G e n ot y p e a n d h e alt h d at a  R e q uir e s d at a 
a c c e s s a p pr o v al  

htt p s:// w w w. g e n o mi c s e n gl a n d. c o. u k/  P ati e nt cli ni ci a n s c a n b e 
c o nt a ct e d u si n g a f or m 
wit hi n t h e s e c ur e 
G e n o mi c s E n gl a n d 
R e s e ar c h E n vir o n m e nt  

D E CI P H E R  I n di vi d u al l e v el v ari a nt s fr o m 
p ati e nt c o h ort s wit h 
n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er s. 
Hi g h l e v el p h e n ot y p e d at a 
a v ail a bl e.   

O p e n a c c e s s  htt p s:// w w w. d e ci p h er g e n o mi c s. or g  P ati e nt cli ni ci a n s c a n b e 
c o nt a ct e d t hr o u g h a n 
o nli n e f or m o n t h e 
w e b sit e  

U K Bi o B a n k  Bi o b a n k d at a  R e q uir e s 
p a y m e nt a n d 
d at a a c c e s s 
a p pr o v al  

htt p s:// w w w. u k bi o b a n k. a c. u k  N/ A  

All of U s  Bi o b a n k d at a  O p e n a c c e s s  t o 
s u m m ar y d at a 
o nl y  

htt p s:// all of u s. ni h. g o v  R e s e ar c h er s c a n a p pl y 
f or a c c e s s t o i n di vi d u al 
l e v el d at a 

Fi n n G e n  Bi o b a n k d at a  O p e n a c c e s s  t o 
s u m m ar y d at a 
o nl y  

htt p s:// w w w.fi n n g e n.fi  I n di vi d u al l e v el d at a i s 
a v ail a bl e t o c o n s orti u m 
p art n er s  

E ur o p e a n 
G e n o m e -
P h e n o m e 

Ar c hi v e  

Li st of st u di e s c o nt ai ni n g g e n eti c 
a n d p h e n ot y p e d at a  

E a c h st u d y 
r e q uir e s a p pr o v al 
t o a c c e s s 

htt p s:// e g a -ar c hi v e. or g/  N/ A  

Cli n V ar  G e n ot y p e d at a  O p e n a c c e s s  htt p s:// w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/ cli n v ar  N/ A  

H G M D  G e n ot y p e d at a  O p e n a c c e s s  t o 
li mit e d d at a s et 
f oll o wi n g 
r e gi str ati o n 

htt p s:// w w w. h g m d. cf. a c. u k/  H G M D pr of e s si o n al i s 
a v ail a bl e c o m m er ci all y  

https://gnomad.broadinstitute.org/
https://gtexportal.org/home
https://www.genomicsengland.co.uk/
https://www.deciphergenomics.org/
https://www.ukbiobank.ac.uk/
https://allofus.nih.gov/
https://www.finngen.fi/
https://ega-archive.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
https://www.hgmd.cf.ac.uk/


El e a n or G. S e a b y  | F ut ur e c h all e n g e s 

P a g e 3 1 8  of 3 5 6  

 

 

1 2. 3  V U S s i n di s e a s e g e n e s i m p e de  cli ni c al t r a n sl ati o n  
 

I n cr e a si n g n u m b er s of h e alt h c ar e pr of e s si o n al s a n d r e s e ar c h er s ar e e x p o s e d t o g e n o mi c d at a of e x p a n di n g  

c o m pl e xit y. T h er e i s n o w a n e x p e ct ati o n o n t h e s e i n di vi d u al s t o i nt er pr et g e n o mi c di a g n o sti c r e p ort s, oft e n 

wit h li mit e d or n o f or m al tr ai ni n g. F or v ari a nt s t o r e a c h a cli ni c al t hr e s h ol d f or di a g n o sti c r e p orti n g  b y A C M G -

A M P g ui d eli n e s , t h e y m u st b e alr e a d y e st a bli s h e d a s di s e a s e -c a u si n g, pr e di ct e d t o tr u n c at e t h e pr ot ei n 

pr o d u ct, or h a v e r o b u st e vi d e n c e fr o m e st a bli s h e d i n vi v o or  i n vitr o st u di e s  ( s e e m et h o d s  2. 1 0 ).1 2 3  

 

It m a y b e a s s u m e d t h at a n y r ar e v ari a nt i n a cli ni c all y r el e v a nt di s e a s e g e n e w o ul d b e di a g n o sti c. H o w e v er, 

m o st h u m a n s h a v e r ar e v ari a nt s, pri v at e t o t h e m, i n k n o w n di s e a s e g e n e s; t h er ef or e, e v e n if a v ari a nt i s 

a b s e nt fr o m p o p ul ati o n d at a s et s a n d pr e di ct e d d el et eri o u s b y c o m p ut ati o n al m etri c s, m a n y of t h e s e v ari a nt s 

r e m ai n a s V U S s e v e n w h e n t h e p h e n ot y p e p erf e ctl y fit s t h e g e n e. W hil st all V U S s ar e o st e n si bl y e q u al, it 

c a n b e h el pf ul t o t hi n k of V U S s al o n g a s p e ctr u m of t h o s e m or e li k el y t o b e p at h o g e ni c e. g. a ‘ h ot’ V U S 

( h V U S), v er s u s a ‘ c ol d’ V U S, m or e li k el y t o b e b e ni g n ( Fi g ur e 1 2 .1 ).3 7 2  



El e a n or G. S e a b y  | F ut ur e c h all e n g e s 

P a g e 3 1 9  of 3 5 6  

 

F I G U R E 1 2 .1  | P A T H O G E NI C S T R E N G T H O F V U S S A N D A D V A N T A G E S /DI S A D V A N T A G E S O F T H EI R R E T U R N  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A.  S c h e m ati c ill u str ati n g t h e v ari a bl e n u m b er of V U S s r et ur n e d i n a U K cli ni c al s etti n g v er s u s t w o diff er e nt r e s e ar c h s etti n g s 

i n cl u di n g: a p pr o v e d r e s e ar c h er s g ai ni n g a c c e s s t o U K cli ni c al s e q u e n ci n g d at a w h er e b y e st a bli s h e d c h a n n el s e xi st t o e n a bl e 

r et ur n of V U S s t o cli ni ci a n s a n d v ari a nt s ar e oft e n s cr e e n e d; a n d i n d e p e n d e nt e x o m e or g e n o m e r e s e ar c h st u di e s w h er e b y n o 

f or m al p oli ci e s e xi st t o r et ur n V U S s. F ar f e w er V U S s ar e r et ur n e d i n a cli ni c al s etti n g c o m p ar e d wit h a r e s e ar c h s etti n g. F e wer 

V U S s ar e i d e nt ifi e d, e v e n f or h ot V U S s, t hi s i s b e c a u s e t h e a p pli c ati o n of i n sili c o g e n e p a n el s a p pli e d t o cli ni c al s e q u e n ci n g i n 

t h e N H S G e n o m e M e di ci n e S er vi c e si g nifi c a ntl y r e d u c e s t h e n u m b er of v ari a nt s a s s e s s e d. T h e n u m b er of V U S s i d e ntifi e d a n d 

r et ur n e d t y pi c all y i n cr e a s e s i n a r e s e ar c h s etti n g b ut s o m eti m e s at t h e e x p e n s e of t h e str e n gt h of t h e V U S s i d e ntifi e d, i. e. 

m or e V U S s of li mit e d str e n gt h ar e b ot h i d e ntifi e d a n d r et ur n e d, p arti c ul arl y w h e n V U S s ar e i d e ntifi e d i n n o v el g e n e s. B.  

A d v a nt a g e s a n d di s a d v a nt a g e s  of r et ur ni n g h V U S s.
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R e c e nt l y, a s p art of a d o ct or al si d e-pr oj e ct,  a mi s s e n s e V U S ( G A T M; c. 9 6 5 G > C; p. Ar g 3 2 2 Pr o) w a s 

i d e ntifi e d i n a n aff e ct e d m ot h er-d a u g ht er d u o wit h i di o p at hi c F a n c o ni s y n dr o m e a n d r e n al f ail ur e. T h e V U S 

w a s i n G A T M , a di s e a s e g e n e f ull y c o n c or d a nt wit h t h e p ati e nt s’ p h e n ot y p es . D e s pit e t h e v ari a nt b ei n g 

n o v el (i. e. a b s e nt fr o m p o p ul ati o n d at a b a s e s), h a vi n g a C A D D s c or e of 3 2, a n d b ei n g i n a m ut ati o n al h ot s p ot 

w h er e all ot h er p at h o g e ni c mi s s e n s e v ari a nt s r e si d e, t h e v ari a nt di d n ot m e et  ‘li k el y p at h o g e ni c’ or 

‘p at h o g e ni c ’ cl a s sifi c ati o n b y A C M G -A M P g ui d eli n e s. U p o n  c oll a b or a ti o n wit h t h e c h e mi str y d e p art m e nt at 

t h e U ni v er sit y of S o ut h a m pt o n, m ol e c ul ar d y n a mi c s ( M D) si m ul ati o n s  w er e u n d ert a k e n w hi c h d e m o n str at e d 

a d y n a mi c si g n at ur e t h a t diff er e nti at e d t h e Ar g 3 2 2 Pr o  v ari a nt , a n d t w o pr e vi o u sl y i d e ntifi e d G A T M  

p at h o g e ni c v ari a nt s ( c o nfir m e d b y i n vi v o st u di e s) fr o m wil dt y p e. W hil st t h e M D si m ul ati o n s pr o vi d e d 

s u p p orti v e e vi d e n c e t h at t h e Ar g 3 2 2 Pr o v ari a nt ( a n d t h e pr o v e n ot h er p at h o g e ni c v ari a nt s) alt er e d t h e 

pr ot ei n f u n cti o n,  (a n d t h e s e r e s ult s h a v e si n c e b e e n  p u bli s h e d , A p p e n di x P a p er 1 5 3 7 3 ), t h e v ari a nt r e m ai n s 

a V U S wit h o ut bi o c h e mi c al or i n vi v o m o d elli n g.  

 

T h e r et ur n of V U S s d e p e n d s o n w h et h er t h e s e q u e n ci n g t e st w a s p erf or m e d i n a cli ni c al or r e s e ar c h s etti n g 

(Fi g ur e 1 2 .1 A ) a n d v ari e s b y n ati o n al/i nt er n ati o n al pr of e s si o n al p oli ci e s e. g. c urr e ntl y a cr o s s 1 9 N ort h 

A m eri c a n l a b or at ori e s, all  V U S s fr o m m ulti -g e n e p a n el t e st s ar e  r et ur n e d. 3 7 4  G e n er all y  i n t h e U K, V U S s ar e 

m or e c o m m o nl y r et ur n e d i n a r e s e ar c h s etti n g  a s e vi d e n c e d  b y t h e a d diti o n al v ari a nt s r et ur n e d t hr o u g h t h e 

1 0 0 K G P .1 3 2  H o w e v er , a s m a n y p ati e nt  u n d er g oi n g cli ni c al g e n o m e s e q u e n ci n g ar e c o n s e nt e d f or r e s e ar c h, 

cli ni ci a n s  will i n cr e a si n gl y e n c o u nt er V U S s, y et m a n y l a c k t h e tr ai ni n g t o i nt er pr et t h e m. 3 7 5   

 

I n t h e U K, m o st V U S s ar e n ot r et ur n e d b y cli ni c al di a g n o sti c l a b or at ori e s. W hil st t hi s a v oi d s r et ur ni n g 

a m bi g u o u s r e s ult s, it c a n b e h el pf ul f or p ati e nt s, f a mili e s, a n d cli ni ci a n s t o b e m a d e a w ar e of h V U S s. 

S o m eti m e s  h V U S s ar e r e p ort e d, b ut t h eir d efi niti o n i s s u bj e cti v e. W h er e p o s si bl e, h V U S s s h o ul d b e 

di s c u s s e d i n m ulti di s ci pli n ar y t e a m s, i d e all y i n v ol vi n g a tri u m vir at e of a cli ni c al g e n eti ci st, m ai n str e a m 

s p e ci ali st, a n d cli ni c al s ci e nti st.  T hi s c a n h el p i d e ntif y mi s si n g e vi d e n c e , e. g. p h e n ot y p e d at a or s e gr e g ati o n 

d at a w hi c h c a n h el p u p w ei g ht a h V U S t o li k el y p at h o g e ni c or p at h o g e ni c.  
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T h er e i s n o r o b u st c o n s e n s u s o n w h et h er h V U S s s h o ul d b e s h ar e d wit h p ati e nt s. 3 7 6  Q u alit ati v e st u di e s 

s h o w t h at p ati e nt s c o m m o nl y mi s u n d er st a n d V U S s a n d r e s p o n d b ot h p o siti v el y a n d n e g ati v el y t o t h e 

k n o wl e d g e of t h e m. 3 7 7, 3 7 8  I d e all y, f a mili e s s h o ul d b e c o u n s ell e d a n d c o n s e nt e d f or t h e r et ur n of h V U S s pri or 

t o or d eri n g g e n eti c s t e st s. O n c e c o n s e nt e d, h V U S s w o ul d o nl y b e r et ur n e d b y f ull y tr ai n e d i n di vi d u al s. 3 7 8  

T hi s i s n ot c o m m o n pr a cti c e c urr e ntl y, w h er e b y cli ni ci a n s m u st u s e cli ni c al j u d g e m e nt , o n a f a mil y-b y -f a mil y 

b a si s,  a b o ut w h et h er t o di s c u s s a n y V U S s t h e y r e c ei v e wit h f a mili e s.  

 

W hil st t h er e ar e o b vi o u s ri s k s t o r et ur ni n g h V U S s, t h er e ar e cl e arl y a d v a nt a g e s ( Fi g ur e 1 2 .1 B ). P ati e nt 

s e q u e n ci n g d at a ar e r ar el y r e -a n al y s e d, 3 7 9  m e a ni n g if a h V U S i s f u n cti o n all y v ali d at e d a s p at h o g e ni c aft er 

t h e p ati e nt’ s cli ni c al r e p ort i s r et ur n e d, t h at di a g n o si s w o ul d b e mi s s e d. A w ar e n e s s of h V U S s all o w s 

cli ni ci a n s a n d p ati e nt s t o f oll o w u p v ari a nt s  ( s u c h a s i n Cli n V ar1 1 3 ) i n t h e e v e nt t h e y ar e e v er r e cl a s sifi e d, 

b ut n o s u p p ort i s pr o vi d e d t o h el p wit h t hi s. H o w e v er, cli ni ci a n s s h o ul d c o u n s el p ati e nt s t h at t h eir s p e cifi c 

h V U S will li k el y n e v er b e m o d ell e d, a n d if m o d ell e d, t h e v ari a nt m a y b e d o w n -cl a s sifi e d t o b e ni g n. 3 8 0  T h at 

s ai d, f u n cti o n al r e s e ar c h l a b s n e e d a n d w a nt a c c e s s t o h u m a n p h e n ot y p e a n d g e n ot y p e d at a f or i n vi v o 

a n d  i n vitr o m o d elli n g, t h u s k n o wl e d g e of a h V U S c a n pr o m pt p ati e nt i n v ol v e m e nt wit h r e s e ar c h.  

 

Wit h a n e x p o n e nti al i n cr e a s e i n V U S s i d e ntifi e d, t h er e  i s cl e ar n e e d f or b ett er i nt e gr ati o n of g ui d eli n e s a n d 

tr ai ni n g o n t h e i nt er pr et ati o n a n d r et ur n of V U S s. G ui d a n c e i s cl e ar h o w e v er t h at m e di c al m a n a g e m e nt 

s h o ul d n ot c h a n g e b a s e d o n a V U S, alt h o u g h s o m e cli ni ci a n s m a y wi s h t o tr y e m piri c al t h er a pi e s if t h e y 

c o n si d er t h e ri s k s l o w.  

 

1 2 .4  F u n cti o n al v ali d ati o n of n o v el di s e a s e g e n e s  
 

S u b st a nti al pr o gr e s s i n n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s h a s l e d t o t h e c ur ati o n of l o n g li st s of 

n o v el p ut ati v e di s e a s e -c a u si n g g e n e s f or a m ultit u d e of h u m a n g e n eti c di s e a s e s. H o w e v er, m o st of t h e s e 

g e n e s ar e of u n k n o w n or p o orl y u n d er st o o d m ol e c u l ar, c ell ul ar, d e v el o p m e nt al, a n d h o m e o st ati c f u n cti o n s 

a n d t h er ef or e c a n n ot b e pr o v e n a s di s e a s e -g e n e s . C o n s e q u e ntl y, t h e s e n o v el g e n e s ar e i g n or e d  i n cli ni c al 

s etti n g s , y et t h e y  r e q uir e di s c o v er y t o e x p a n d t h e n u m b er of di s e a s e g e n e s t e st e d f or .  
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T o tr a n sl at e a v ari a nt i n a n o v el g e n e all t h e w a y t hr o u g h t o a di a g n o si s i s a n e xtr e m el y pr otr a ct e d a n d 

e x p e n si v e pr o c e s s. Di s c o v er y a n d v ali d ati o n of n o v el di s e a s e g e n e s u s u all y n e c e s sit at e s t h e i d e ntifi c ati o n 

of m ulti pl e u nr el at e d a n d aff e ct e d f a mili e s wit h si mil ar p h e n ot y p e s. T hi s m u st b e f urt h er s u p p ort e d b y r o b u st  

i n vi v o or i n vitr o f u n cti o n al e vi d e n c e, t y pi c all y i n v ol vi n g a k n o c k o ut a ni m al m o d el, w h er e b y m or p h ol o gi c al 

f e at ur e s ar e c o m p ar e d wit h t h e p ati e nt p h e n ot y p e a n d a d diti o n al f u n cti o n al a s s a y s ar e u n d ert a k e n. S o m e 

m o d el or g a ni s m s, s u c h a s X e n o p u s  a n d z e br afi s h, c a n b e gr o w n r a pi dl y, b ut t h e s e m o d el s b e st r e c a pit ul at e 

a h o m o z y g o u s di s e a s e . Y et, m a n y di s e a s e g e n e s ar e h a pl oi n s uffi ci e nt a n d a  h o m o z y g o u s k n o c k o ut m a y 

pr o v e l et h al.  H et er o z y g o u s m o d el s ar e p o s si bl e b ut  r e q uir e a n F 1  g e n er ati o n a n d s u c c e s sf ul m ati n g s .  T hi s 

i s n ot str ai g htf or w ar d n or q ui c k a n d a d d s  c o m pl e xit y  a n d  i n cr e a s e d ri s k of f ail ur e. Bi o c h e mi c al a s s a y s off er 

a n alt er n ati v e t o a ni m al m o d el s, b ut r e q uir e b a si c u n d er st a n di n g of t h e g e n e’ s f u n cti o n, w hi c h i s n ot al w a y s 

a p p ar e nt.  

 

C h a pt er 4 d e s cri b e s t h e i d e ntifi c ati o n of m a n y p ut ati v e n o v el di s e a s e g e n e s, i n cl u di n g RI F 1, C A S Z 1, 

A N K R D 1 2  a n d C L A S P 1 , w h er e i nt er n ati o n al p ati e nt c a s e s eri e s ar e u n d er w a y . All t h e s e g e n e s ar e 

pr e di ct e d t o c a u s e di s e a s e t hr o u g h h a pl oi n s uffi ci e n c y. Si mil ar t o t h e f u n cti o n al X e n o p u s  w or k pr e s e nt e d i n 

C h a pt er s 5  a n d 6 , h et er o z y g o u s k n o c k o ut m o d el s i n X e n o p u s ar e pl a n n e d . H o w e v er,  e x p eri m e nt s c a n n ot 

st art u ntil a d diti o n al r e s o ur c e s b e c o m e a v ail a bl e . F urt h er  t o RI F 1, C A S Z 1, A N K R D 1 2  a n d C L A S P 1 , a 

f urt h er 9 9 p o s si bl e n o v el di s e a s e g e n e s w er e i d e ntifi e d t hr o u g h w or k d e s cri b e d i n C h a pt er 4 .3 0 6  T h e s e 

w er e d e pri oriti s e d f or f u n cti o n al m o d elli n g d u e t o t h er e b ei n g e vi d e n c e i n o nl y a si n gl e i n di vi d u al/ p e di gr e e 

b ut t h e s e ultr a -r ar e V U S s al s o r e q uir e f u n cti o n al v ali d ati o n t hr o u g h a ni m al m o d elli n g or bi o c h e mi c al a s s a y s . 

T hi s i s w h er e t h er e i s d e m a n d f or cr o s s -di s ci pli n ar y c oll a b or ati o n s b et w e e n r e s e ar c h gr o u p s, r e s e ar c h 

f u n d er s, cli ni ci a n s, a n d c o m m er ci al e ntiti e s t o r e d u c e t h e ti m e i n tr a n sl ati n g di s c o v eri e s fr o m b e n c h t o 

b e d si d e. I nt er e st i n t hi s ar e a i s gr o wi n g, a n d i n 2 0 2 2, M o d el M at c h er 3 8 1  w a s r el e a s e d w hi c h f a cilit at e s 

c oll a b or ati o n s b et w e e n s ci e nti st s a n d ot h er st a k e h ol d er s of r ar e a n d u n di a g n o s e d di s e a s e r e s e ar c h. T h e 

pl atf or m ai m s t o a d dr e s s t h e u n m et r e q uir e m e nt s f or a gl o b al n et w or k d e v ot e d t o p ur s ui n g f u n cti o n al 

st u di e s r el e v a nt t o r ar e di s e a s e. F urt h er m or e, t h e U S’ G R E G o R c o n s orti u m  h a s b e e n s et u p wit h a n 

i nfr a str u ct ur e c a p a bl e of f e e di n g V U S s, i n b ot h k n o w n a n d n o v el g e n e s, i d e ntifi e d t hr o u g h G R E G o R 

s e q u e n ci n g sit e s, t o affili at e d f u n cti o n al l a b or at ori e s. C a n di d at e v ari a nt s a n d g e n e s c a n b e pit c h e d t o t h e 
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m o st a p pr o pri at e f u n cti o n al l a b or at or y t o a n s w er t h e s p e cifi c r e s e ar c h q u e sti o n. F u n cti o n al t e sti n g o n off er 

m a y i n cl u d e m a s si v el y p ar all el r e p ort er a s s a y s; t ar g et e d C RI S P R f or r ar e v ari a nt i nt er pr et ati o n; hi g h -

t hr o u g h p ut C RI S P R r e p ort er g e n e s cr e e n s; i P S C f u n cti o n al g e n o mi c s; a n d C RI S P Ri m o u s e m o d el s. 

 

1 2. 5  L o n g r e a d s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s  
 

S h ort r e a d s e q u e n ci n g ( S R S e q) h a s b e e n t h e m aj or n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g t e c h n ol o g y a p pli e d t o 

g e n o mi c st u di e s o v er t h e l a st 1 5 y e ar s . S R S e q pr o d u c e s r e a d s u p t o 6 0 0 b a s e s a n d i s c o st -eff e cti v e, 

a c c ur at e, a n d s u p p ort e d b y m a n y a n al yti c al t o ol s a n d pi p eli n e s. H o w e v er, S R S e q h a s it s li mit ati o n s, 

p arti c ul arl y wit h r e g ar d s t o g e n o m e m a p pi n g  i n r e p etiti v e r e gi o n s; c o v er a g e bi a s ar o u n d G C -ri c h r e gi o n s; 

d et e cti o n of l ar g e or c o m pl e x str u ct ur al v ari a nt s ; a n d i n d et er mi ni n g v ari a nt  p h a s e.  

 

L o n g r e a d s e q u e n ci n g ( L R S e q) t e c h n ol o gi e s, r o uti n el y g e n er ati n g r e a d s i n e x c e s s of 1 0 k b s, ar e b e gi n ni n g 

t o o v er c o m e t h e li mit ati o n s i n s h ort r e a d s e q u e n ci n g. C o m p ar e d t o S R S e q, L R S e q b o a st s i m pr o v e d d e 

n o v o  a s s e m bl y ; t elo m e r e-t o-t el o m er e c hr o m o s o m e a s s e m bl y, i m pr o v e d m a p pi n g c ert ai nt y  i n p o orl y 

c h ar a ct eri s e d r e gi o n s of t h e g e n o m e; m et h yl ati o n d at a; d et e cti o n of l ar g e a n d c o m pl e x str u ct ur al v ari a nt s ; 

a c c ur at e m e a s ur e m e nt of s e q u e n ci n g t a n d e m r e p e at e x p a n si o n s ; a n d i n d et er mi ni n g v ari a nt p h a s e i n t h e 

a b s e n c e of p ar e nt al d at a. 3 8 2 -3 8 4  

 

T e c h n ol o gi e s c urr e ntl y d o mi n ati n g t h e L R S e q s p a c e i n cl u d e P a c Bi o  a n d O xf or d N a n o p or e T e c h n ol o gi e s, 

h o w e v er b ot h ar e si g nifi c a ntl y m or e e x p e n si v e t h at S R S e q  p er r u n , alt h o u g h pri c e s ar e b e c o mi n g m or e 

c o m p etiti v e. 3 8 3  Ill u mi n a al s o pr o vi d e a L R S e q-li k e t e c h n ol o g y a n d Bi o n a n o off er o pti c al m a p pi n g.3 8 2  W hil st 

S R S e q i s f ar fr o m o b s ol et e, t h e u s e of L R S e q i s i n cr e a si n gl y r a pi dl y. I n t h e r ar e di s e a s e s p a c e, it s utilit y i s 

p arti c ul arl y  s uit e d t o  p ati e nt s w h o m a y h ar b o ur c o m pl e x str u ct ur al v ari a nt s ; m a y h a v e t a n d e m-r e p e at 

di s e a s e;  or w h er e p ar e nt al/ s e gr e g ati o n d at a ar e  u n a v ail a bl e, f a cilit ati n g p h a si n g of all el e s f or n o n -tri o 

f a mili e s.3 8 5  T h e a bilit y t o p h a s e d at a i n t h e a b s e n c e of p ar e nt al s a m pl e s i n cr e a s e s e q uit y of a c c e s s t o 

s e q u e n ci n g f or n o n -n u cl e ar f a mili e s ; t hi s h a s b e e n a  criti c al  li mit ati o n of m a n y g e n o mi c s st u di e s t o d at e, 

i n cl u di n g t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct.2 9 4  
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W hil st L R S e q s h o w s pr o mi s e, t h er e ar e still c o n si d er ati o n s  a n d li mit ati o n s. L R S e q tr a diti o n all y h a s a l o w er 

a c c ur a c y p er r e a d w h e n c o m p ar e d wit h S R S e q 3 8 2, 3 8 4 , h o w e v er P a c Bi o’ s Hi Fi t e c h n ol o g y b o a st s a c c ur a c y 

c o m p ar a bl e wit h S R S e q .3 8 6  F urt h er, t h e o ut p ut fr o m s o m e L R S e q t e c h n ol o gi e s r e q uir e s m or e  d at a st or a g e 

t h a n S R S e q, alt h o u g h t hi s i s n ot t h e c a s e f or P a c Bi o’ s R e vi o m a c hi n e w hi c h c o nt ai n s a s u p er c o m p ut er 

wit hi n it, c a p a bl e of pr o vi di n g pr o c e s s e d fil e s , alt h o u g h t h e 2 0 2 3 li st pri c e f or a R e vi o m a c hi n e i s ~ 8 0 0, 0 0 0 

U S D .3 8 7  A f urt h er li mit ati o n i s t h at t h e a v ail a bilit y of t o ol s a n d pi p eli n e s s p e cifi c f or  L R S e q d at a  ar e f ar f e w er 

t h a n f or S R S e q. T h at s ai d, wit h t h e a bilit y of L R S e q t o r e s ol v e m a n y u n a n s w er e d q u e sti o n s i n g e n o mi c s, 

it s e e m s r e a s o n a bl e t o pr e di ct  t h at L R S e q m a y r e pl a c e S R S e q i n t h e f ut ur e.  

 

1 2. 6  I nt e gr ati n g A rtifi ci al Int elli g e n c e  ( AI) 
 
T h er e i s d e m a n d f or a p ar a di g m s hift i n t h e a n al y si s of g e n o mi c d at a t o e a s e t h e str ai n o n h e alt h c ar e 

s y st e m s a n d i m pr o v e t h e effi ci e n c y of d at a i nt er pr et ati o n a n d r e p orti n g. D e s pit e a pl a n t o s e q u e n c e 5 milli o n 

g e n o m e s t hr o u g h t h e G M S, t h er e i s l a c k of hi g h -t hr o u g h p ut pi p eli n e s f or d at a i nt er pr et ati o n a n d 

pri oriti s ati o n. T hi s i s l e a di n g t o s e v er e d el a y s i n p ati e nt s r e c ei vi n g r e s ult s fr o m g e n o m e s e q u e n ci n g t e st s . 

T h er e i s o b vi o u s d e m a n d f or s c al a bl e  a n d r a pi d di git al s ol uti o n s  t o i m pr o v e t h e effi ci e n c y a n d i nt er pr et ati o n 

of bi g d at a.  Artifi ci al i nt elli g e n c e c a n b e u s e d t o e xtr a ct k n o wl e d g e fr o m l ar g e c o m pl e x d at a s et s, i n p ut t h e s e 

d at a i nt o c o m pl e x al g orit h m s a n d pr o d u c e r e pr o d u ci bl e, i nt er pr et a bl e, a ut o m ati c, a n d tr a n sl ati o n al r e s ult s. 

T h e  a p pli c ati o n of AI t o g e n o mi c s h a s p ot e nti al t o tr a n sf or m h e alt h c ar e b y e x p e diti n g di a g n o s e s ; off eri n g 

p er s o n ali s e d t h er a pi e s  b a s e d o n i m pr o v e d m e c h a ni sti c u n d er st a n di n g of di s e a s e ; a n d  i m pr o vi n g c o st-

effi ci e n c y f or str e s s e d h e alt h c ar e s y st e m s.  

 

1 2 .6 . 1  R e a n al y si s of g e n o mi c d at a  
 

I n t h e N H S a n d i n m a n y ot h er h e alt h c ar e s y st e m s , g e n o m e a n d e x o m e d at a ar e s el d o m r e a n al y s e d. 

T h er ef or e, if a n e w di s e a s e g e n e or p at h o g e ni c v ari a nt i s di s c o v er e d aft er t h e p ati e nt’ s r e p ort i s r et ur n e d, 

t h e di a g n o si s i s mi s s e d. R e a n al y si s  of d at a i s ti m e -c o n s u mi n g  a n d r e s o ur c e i nt e n si v e. H a vi n g a ut o m at e d 

m et h o d s t o it er ati v el y r e a n al y s e d at a at fr e q u e nt i nt er v al s w o ul d fr e e u p h u m a n r e s o ur c e a n d f a cilit at e 

di a g n o sti c u plift w h e n  n o v el di s c o v eri e s  ar e p u bli s h e d . A  s cr e e ni n g t o ol , c o d e d i n h ail , a s d e s cri b e d i n 
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C h a pt er 7. 4. 1 , h a s r e c e ntl y b e e n d e v el o p e d t h at c a n a ut o m at e t h e e xtr a cti o n of v ari a nt s fr o m a n n ot at e d 

g e n o mi c d at a. T hi s t o ol i n c or p or at e s Cli n V ar a n d G e n C C d at a, w hi c h ar e c o nti n u all y u p d at e d, m e a ni n g it 

c a n b e it er ati v el y a p pli e d. T hi s t o ol i s b ei n g  t e ste d  o n e x o m e d at a m a d e a v ail a bl e t hr o u g h t h e G R E G o R 

c o n s orti u m  t o a s s e s s t h e s e n siti vit y a n d s p e cifi cit y of t h e a p pr o a c h. T h er e ar e  pl a n s  t o u s e s u p er vi s e d 

l e ar ni n g t o r efi n e t h e p erf or m a n c e of t hi s s oft w ar e. T h e s e r e s ult s will b e s h ar e d wit h Mi cr o s oft, w h o I a m 

c oll a b or ati n g wit h i n t h e d e v el o p m e nt of a n AI -r e a n al y si s t o ol f or g e n o mi c d at a at t h e Br o a d I n stit ut e.  

 

1 2 .6 . 2  A ut o m at e d m et h o d s f or p h e n ot y pi n g  
 

H e alt h c ar e s er vi c e s ar e b e c o mi n g i n cr e a si n gl y di giti s e d. Wit hi n t h e N H S, t h e i m p ort a n c e of cli ni c al c o di n g 

a n d u s e of st a n d ar di s e d t er mi n ol o g y ( e. g. I C D 1 0, S N O M E D -C T, O P C S -4 c o d e s et c) t o a c c ur at el y r e c or d 

cli ni c al d at a i s e v er a p p ar e nt, p arti c ul arl y w h e n h o s pit al s m a k e si g nifi c a nt l o s s e s fr o m s u b o pti m al 

c o di n g .3 8 8, 3 8 9   F or g e n o mi c s s p e cifi c all y, H P O t er m s  (b el o n gi n g t o a c o d e d hi er ar c hi c al str u ct ur e ) ar e t h e 

m e a n s b y w hi c h p h e n ot y p e d at a ar e r e c or d e d .1 6 7  H o w e v er, a m aj or w e a k n e s s of H P O t er m s  i s t h at t h e y 

o nl y r e pr e s e nt a s n a p s h ot i n ti m e a n d d o n ot pr o vi d e t h e f ull cli ni c al p ati e nt n arr ati v e , w hi c h i s f ar m or e 

n u a n c e d . T h at s ai d , i n m a n y c a s e s, H P O t er m s ar e m or e t h a n s uffi ci e nt t o i nt er pr et v ari a nt s wit h o ut t h e 

n e e d f or v er b o s e cli ni c al d e s cri pti o n s . F urt h er, gi v e n t h e c o d e d n at ur e of H P O t er m s, a n d i n d e e d ot h er 

el e ctr o ni c c o di n g str u ct ur e s s u c h a s I C D -1 0 et c,  t h e y s er v e a s u s ef ul a n d  m e a s ur a bl e d at a  i n m a c hi n e 

l e ar ni n g a p pli c ati o n s . A d diti o n all y, s u c h d at a c a n b e a ut o m ati c all y a n d p eri o di c all y e xtr a ct e d , r e c a pit ul ati n g 

e s s e nti al d at a fr o m  a p ati e nt’ s cli ni c al hi st or y b ut i n a m a n n er t h at i s a m e n a bl e f or  i nt e gr ati o n i nt o AI-

s o ft w are , a n d f or u s e i n r e s e ar c h a n d p u bli c h e alt h st ati sti c s  t o i m pr o v e o v er all h e alt h c ar e.  

 

1 2 .6 . 3  U si n g AI t o i m pr o v e t h e i nt e r pr et ati o n of V U S s  
 

A s s e q u e n c i n g c o st s h a v e f all e n, m or e i n di vi d u al s t h a n e v er ar e b ei n g s e q u e n c e d. T hi s e x pl o si o n of h u m a n 

s e q u e n ci n g d at a i s c a u si n g a l o g arit h mi c e x p a n si o n of i d e ntifi e d n o v el v ari a nt s t h at c a n n ot b e f u n cti o n all y 

i nt er pr ete d  (Fi g ur e 1 1. 2 ). T h e s e v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e ar e t y pi c all y n ot r e p ort e d i n a cli ni c al 

s etti n g. Y et, t h e y r e pr e s e nt v al u a bl e d at a t h at , w h e n c o u pl e d wit h a d diti o n al e vi d e n c e , c a n pr o vi d e a 

di a g n o si s f or a p ati e nt; i m pr o v e m e c h a ni sti c u n d er st a n di n g of di s e a s e; a n d l e a d t o b ett er  p er s o n ali s e d 

m e di ci n e. 
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F I G U R E 1 2 .2  | T H E G R O WI N G P R O B L E M O F V U S S  

 

I m a g e t a k e n fr o m F a y er et al.3 9 0  ( A) Mi s s e n s e v ari a nt s ( d o w nl o a d e d fr o m Cli n V ar i n 2 0 2 0) c ol o ur e d b y Cli n V ar Cl a s sifi c ati o n ( b e ni g n = 2 5, 7 0 7; li k el y  b e ni g n = 1 6, 3 7 7; V U S s = 

2 2 7, 3 6 5; li k el y p at h o g e ni c = 1 4, 7 1 6; p at h o g e ni c = 2 2, 4 8 9; c o nfli cti n g = 2 0, 0 2 6. ( B) Mi s s e n s e v ari a nt s i n Cli n V ar fr o m 2 0 1 5 t o  2 0 2 0, c ol o ur e d b y cli ni c al si g nifi c a n c e. 
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C urr e ntl y, t h e o nl y w a y t o u p - or d o w n -gr a d e a V U S t o ‘p at h o g e ni c ’ or ‘li k el y p at h o g e ni c’, i s t hr o u g h i n vi v o 

or i n vitr o e x p eri m e nt s. W hil st t h er e h a v e b e e n i n vitr o eff ort s t o t e st  t h e i m p a ct of all v ari a nt s i n a g e n e2 4 6 , 

t hi s i s n ot pr a cti c al f or all 2 0, 0 0 0 h u m a n g e n e s. I n sili c o m etri c s c a n h el p pr e di ct p at h o g e ni cit y of v ari a nt s  

b ut t h e s e m etri c s ar e n ot s uffi ci e nt  t o r e cl a s sif y a V U S a s b e ni g n or p at h o g e ni c f or cli ni c al r e p orti n g.  

T h e r ef or e, t h e i nt er pr et ati o n of V U S s i s pr o vi n g a m aj or b ottl e n e c k, t h at i s i m p e di n g cli ni c al tr a n sl ati o n t o 

t h e d etri m e nt of p ati e nt s. 

 

W hil st, t o d at e, i n sili c o m et h o d s c a n n ot pr o v e p at h o g e ni cit y, t h e y c a n still b e i n v al u a bl e i n pri oriti si n g  w hi c h 

v ari a nt s ar e b e st t o f u n cti o n all y m o d el . M or e o v er, wit h i m pr o v e d s e n siti vit y a n d s p e cifi cit y of i n sili c o 

m o d el s , it i s p o s si bl e t h at g e n er at e d i n sili c o d at a m a y b e w ei g ht e d diff er e ntl y i n f ut ur e A C M G -A M P 

cl a s sifi c ati o n  g ui d eli n e s . T hi s i s w h er e AI s h o w s h u g e p ot e nti al; it c a n off er s c al a bl e, r a pi d s ol uti o n s t o t h e 

gr o wi n g pr o bl e m of V U S s, w h er e b y s u p p orti n g e vi d e n c e of p at h o g e ni cit y c a n b e o bt ai n e d at a p a c e n ot 

a c hi e v a bl e t hr o u g h w et l a b e x p eri m e nt s. Al p h a F ol d 3 9 1  i s a n e x c ell e nt e x a m pl e of a n AI t o ol c a p a bl e of 

i m pr o vi n g i nt er pr et ati o n of g e n o mi c d at a; t hi s o p e n-s o ur c e s oft w ar e c a n pr e di ct t h e 3 D str u ct ur e of a pr ot ei n 

fr o m it s a mi n o a ci d s e q u e n c e wit h hi g h a c c ur a c y.3 9 2  T h e i n cr e a si n g u s e of AI i n d at a s ci e n c e i s t h a n k s t o 

a v ail a bilit y of  l ar g e-s c al e  p u bli cl y a v ail a bl e d at a li br ari e s, w h er e b y d at a  c a n b e u s e d t o tr ai n a n d i m pr o v e 

m a c hi n e -l e ar ni n g m o d el s. F or e x a m pl e, i n d e v el o pi n g AI s ol uti o n s t o i m pr o v e t h e i nt er pr et ati o n of V U S s, 

tr ai ni n g d at a c o ul d b e o bt ai n e d fr o m p at h o g e ni c a n d b e ni g n v ari a nt s i n Cli n V ar a n d u s e d al o n g si d e e xi sti n g 

m o d el s of pr ot ei n str u ct ur e ( Al p h a F ol d). I nt e gr ati n g t h e s e d at a i nt o a s u p er vi s e d l e ar ni n g c o ul d f a cilit at e 

d e v el o p m e nt a n d it er ati v e i m pr o v e m e nt of a m a c hi n e l e ar ni n g  m o d el  f or i m pr o v e d i nt er pr et ati o n of V U S s. 

 

1 2 .7   N e w b or n s cr e e ni n g  
 

C urr e ntl y i n t h e N H S, ni n e c o n diti o n s ar e s cr e e n e d f or  at birt h fr o m a h e el pri c k t e st , pr e d o mi n a ntl y u si n g 

bi o c h e mi c al a s s a y s . Wit h t h e a d v a n c e m e nt s i n n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g, t h er e h a s b e e n i n cr e a s e d 

i nt er e st i n t h e i d e a of p erf or mi n g w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g  at birt h a n d u si n g t h e s e d at a t o i nf or m 

h e alt h c ar e t hr o u g h p ut t h at i n di vi d u al’ s lif e.3 9 3  G e n o mi c s E n gl a n d, i n p art n er s hi p wit h t h e N H S, h a v e 

d e si g n e d a r e s e ar c h st u d y, n o w r ef err e d t o a s t h e G e n er ati o n Pr oj e ct, w hi c h ai m s t o d eli v er w h ol e 
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g e n o m e s e q u e n ci n g t o  1 0 0, 0 0 0  n e w b or n b a bi e s  a n d a s s e s s t h e p ot e nti al v al u e, c o st s, ri s k s a n d b e n efit s 

of s u c h a s er vi c e. 3 9 4  T hi s i s a n e x citi n g ti m e f or g e n o mi c s a n d it i s e a sil y c o n c ei v a bl e t h at i n t h e n e ar 

di st a nt f ut ur e, g e n o mi c d at a will b e st or e d o n a p er s o n’ s h e alt h c ar e r e c or d a n d b e u s e d t o: s cr e e n f or r ar e 

di s e a s e s ; i d e ntif y ri s k all el e s f or c o m pl e x di s e a s e s, g ui di n g pr e v e nt ati v e m e di ci n e; a n d  i nf or m dr u g 

r e s p o n s e s a n d o pti m al t h er a pi e s.  

 

1 2 .8   C o n cl u si o n  
 

I n s u m m ar y, t h e fi el d of g e n o mi c s i s m o vi n g at a n u n pr e c e d e nt e d p a c e . Wit hi n h e alt h c ar e, t h er e i s a s ei s mi c 

s hift t o m o v e a w a y fr o m r e a cti v e m e di ci n e t o pr e v e nt ati v e m e di ci n e; a n d g e n o mi c s h a s t h e p ot e nti al t o h el p 

dri v e t hi s p ar a di g m s hift . A s m or e g e n o mi c d at a ar e c oll e ct e d a n d st or e d, a ut o m at e d m et h o d s ar e n e e d e d  

t o b ett er m a n a g e a n d i nt er pr et t h e s e d at a i n or d er t o i nf or m p er s o n ali s e d h e alt h c ar e a n d  i m pr o v e cli ni c al 

o ut c o m e s . M et h o d s will c o n st a ntl y n e e d r efi ni n g t o k e e p u p wit h t h e p a c e a n d s c al e of d at a b ei n g 

g e n er at e d , b ut wit h i n cr e a s e d di giti s ati o n of d at a a n d o p e n d at a s h ari n g, artifi ci al i nt elli g e n c e c a n b e utili s e d 

t o d e v el o p di git al s ol uti o n s c a p a bl e of h a n dli n g bi g d at a o n a n u n pr e c e d e nt e d s c al e. W hil st t h e fi el d of 

g e n o mi c s h a s e x pl o d e d o v er t h e l a st d e c a d e, t hi s i s o nl y t h e b e gi n ni n g. Pr oj e ct s s u c h a s t h e G e n er ati o n 

St u d y ar e n e e d e d t o a s s e s s t h e f e a si bilit y, ri s k s a n d b e n efit s of i nt e gr ati n g g e n o mi c d at a wit hi n r o uti n e 

h e alt h c ar e r e c or d s  o v er a p ati e nt’ s lif eti m e . T h e s e r e s ult s will b e e s s e nti al i n i nf or mi n g f ut ur e h e alt h c ar e 

p oli ci e s b ot h n ati o n all y a n d i nt er n ati o n al l y. 
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N at ur e G e n eti c s . 2 0 1 6/ 0 2/ 0 1 2 0 1 6; 4 8( 2): 1 2 6-1 3 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n g. 3 4 6 9  

2 0.  Ar n a d ottir G A, J e n s s o n B O, M ar el s s o n S E, et al. C o m p o u n d h et er o z y g o u s m ut ati o n s i n U B A 5 

c a u si n g e arl y -o n s et e pil e pti c e n c e p h al o p at h y i n t w o si st er s. B M C M e di c al G e n eti c s . 2 0 1 7/ 1 0/ 0 2 

2 0 1 7; 1 8( 1): 1 0 3. d oi: 1 0. 1 1 8 6/ s 1 2 8 8 1 -0 1 7 -0 4 6 6 -8  

2 1.  Z er n a nt J, L e e W, C olli s o n F T, et al. Fr e q u e nt h y p o m or p hi c all el e s a c c o u nt f or a si g nifi c a nt 

fr a cti o n of A B C A 4 di s e a s e a n d di sti n g ui s h it fr o m a g e-r el at e d m a c ul ar d e g e n er ati o n. J o ur n al of M e di c al 

G e n eti c s . 2 0 1 7; 5 4( 6): 4 0 4-4 1 2. d oi: 1 0. 1 1 3 6/j m e d g e n et -2 0 1 7 -1 0 4 5 4 0  

2 2.  K ar c z e w s ki K J, W ei s b ur d B, T h o m a s B, et al. T h e E x A C br o w s er: di s pl a yi n g r ef er e n c e d at a 

i nf or m ati o n fr o m o v er 6 0 0 0 0 e x o m e s. N u cl ei c a ci d s r e s e ar c h . 2 0 1 7; 4 5( D 1): D 8 4 0-D 8 4 5.  

2 3.  G u d m u n d s s o n S, C arl st o n C M, O’ D o n n ell -L uri a A. I nt er pr eti n g v ari a nt s i n g e n e s aff e ct e d b y 

cl o n al h e m at o p oi e si s i n p o p ul ati o n d at a. H u m a n G e n eti c s . 2 0 2 3/ 0 2/ 0 4 2 0 2 3; d oi: 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 4 3 9-0 2 3 -

0 2 5 2 6 -4  

2 4.  T ali u n D, H arri s D N, K e s sl er M D, et al. S e q u e n ci n g of 5 3, 8 3 1 di v er s e g e n o m e s fr o m t h e N H L BI 

T O P M e d Pr o gr a m. N at ur e . 2 0 2 1; 5 9 0( 7 8 4 5): 2 9 0-2 9 9.  

2 5.  G u d m u n d s s o n S, Si n g er -B er k M, W att s N, et al. V ari a nt i nt er pr et ati o n u si n g p o p ul ati o n 

d at a b a s e s: l e s s o n s fr o m g n o m A D. ar Xi v pr e pri nt ar Xi v: 2 1 0 7 1 1 4 5 8 . 2 0 2 1; 

2 6.  K ar c z e w s ki K J, Fr a n ci oli L C, Ti a o G, et al. T h e m ut ati o n al c o n str ai nt s p e ctr u m q u a ntifi e d fr o m 

v ari ati o n i n 1 4 1, 4 5 6 h u m a n s. N at ur e . 2 0 2 0/ 0 5/ 0 1 2 0 2 0; 5 8 1( 7 8 0 9): 4 3 4-4 4 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6 -0 2 0 -

2 3 0 8 -7  

2 7.  W hiffi n N, Mi ni k el E, W al s h R, et al. U si n g hi g h -r e s ol uti o n v ari a nt fr e q u e n ci e s t o e m p o w er cli ni c al 

g e n o m e i nt er pr et ati o n. G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 1 7/ 1 0/ 0 1 2 0 1 7; 1 9( 1 0): 1 1 5 1-1 1 5 8. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/ gi m. 2 0 1 7. 2 6  

2 8.  M a c Art h ur D G, B al a s u br a m a ni a n S, Fr a n ki s h A, et al. A s y st e m ati c s ur v e y of l o s s -of -f u n cti o n 

v ari a nt s i n h u m a n pr ot ei n -c o di n g g e n e s. S ci e n c e . 2 0 1 2; 3 3 5( 6 0 7 0): 8 2 3-8 2 8.  

2 9.  H a vrill a J M, P e d er s e n B S, L a y er R M, Q ui nl a n A R. A m a p of c o n str ai n e d c o di n g r e gi o n s i n t h e 

h u m a n g e n o m e. N at ur e G e n eti c s . 1/ 2 0 1 9 2 0 1 9; 5 1( 1): 8 8-9 5. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 8 -0 1 8 -0 2 9 4 -6  

3 0.  S a m o c h a K E, K o s mi c ki J A, K ar c z e w s ki K J, et al. R e gi o n al mi s s e n s e c o n str ai nt i m pr o v e s v ari a nt 

d el et eri o u s n e s s pr e di cti o n. Bi o R xi v . 2 0 1 7: 1 4 8 3 5 3.  
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3 1.  H ur st L D. T h e s o u n d of sil e n c e. N at ur e . 2 0 1 1/ 0 3/ 0 1 2 0 1 1; 4 7 1( 7 3 4 0): 5 8 2-5 8 3. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/ 4 7 1 5 8 2 a  

3 2.  H u nt R C, Si m h a dri V L, I a n d oli M, S a u n a Z E, Ki m c hi -S arf at y C. E x p o si n g s y n o n y m o u s m ut ati o n s. 

Tr e n d s i n G e n eti c s . 2 0 1 4; 3 0( 7): 3 0 8-3 2 1.  

3 3.  B a o S, M o a kl e y D F, Z h a n g C. T h e s pli ci n g c o d e g o e s d e e p. C ell . 2 0 1 9; 1 7 6( 3): 4 1 4-4 1 6.  

3 4.  W ai H A, L or d J, L y o n M, et al. Bl o o d R N A a n al y si s c a n i n cr e a s e cli ni c al di a g n o sti c r at e a n d 

r e s ol v e v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e. G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 2 0: 1-1 0.  

3 5.  S o e m e di R, C y g a n K J, R hi n e C L, et al. P at h o g e ni c v ari a nt s t h at alt er pr ot ei n c o d e oft e n di sr u pt 

s pli ci n g. N at ur e g e n eti c s . 2 0 1 7; 4 9( 6): 8 4 8.  

3 6.  A d a m s o n SI, Z h a n L, Gr a v el e y B R. V e x -s e q: hi g h -t hr o u g h p ut i d e ntifi c ati o n of t h e i m p a ct of 

g e n eti c v ari ati o n o n pr e -m R N A s pli ci n g effi ci e n c y. G e n o m e bi ol o g y . 2 0 1 8; 1 9( 1): 7 1.  

3 7.  Li n M, W hit mir e S, C h e n J, F arr el A, S hi X, G u o J -t. Eff e ct s of s h ort i n d el s o n pr ot ei n str u ct ur e 

a n d f u n cti o n i n h u m a n g e n o m e s. S ci e ntifi c R e p ort s . 2 0 1 7/ 0 8/ 2 4 2 0 1 7; 7( 1): 9 3 1 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 9 8-

0 1 7 -0 9 2 8 7 -x  

3 8.  S h e n H, Li J, Z h a n g J, et al. C o m pr e h e n si v e c h ar a ct eri z ati o n of h u m a n g e n o m e v ari ati o n b y hi g h 

c o v er a g e w h ol e -g e n o m e s e q u e n ci n g of f ort y f o ur C a u c a si a n s. Pl o S o n e . 2 0 1 3; 8( 4): e 5 9 4 9 4.  

3 9.  Ji a n g Y, T uri n s k y A L, Br u d n o M. T h e mi s si n g i n d el s: a n e sti m at e of i n d el v ari ati o n i n a h u m a n 

g e n o m e a n d a n al y si s of f a ct or s t h at i m p e d e d et e cti o n. N u cl ei c a ci d s r e s e ar c h . 2 0 1 5; 4 3( 1 5): 7 2 1 7-7 2 2 8.  

4 0.  J a g a d e e s h K A, W e n g er A M, B er g er M J, et al. M -C A P eli mi n at e s a m aj orit y of v ari a nt s of 

u n c ert ai n si g nifi c a n c e i n cli ni c al e x o m e s at hi g h s e n siti vit y. N at ur e G e n eti c s . 2 0 1 6/ 1 2/ 0 1 

2 0 1 6; 4 8( 1 2): 1 5 8 1 -1 5 8 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n g. 3 7 0 3  

4 1.  Q u a n g D, C h e n Y, Xi e X. D A N N: a d e e p l e ar ni n g a p pr o a c h f or a n n ot ati n g t h e p at h o g e ni cit y of 

g e n eti c v ari a nt s. Bi oi nf or m ati c s . 2 0 1 5; 3 1( 5): 7 6 1-7 6 3.  

4 2.  Li J, S hi L, Z h a n g K, et al. V ar C ar d s: a n i nt e gr at e d g e n eti c a n d cli ni c al d at a b a s e f or c o di n g 

v ari a nt s i n t h e h u m a n g e n o m e. N u cl ei c a ci d s r e s e ar c h . 2 0 1 8; 4 6( D 1): D 1 0 3 9-D 1 0 4 8.  

4 3.  Si m N -L, K u m ar P, H u J, H e ni k off S, S c h n ei d er G, N g P C. SI F T w e b s er v er: pr e di cti n g eff e ct s of 

a mi n o a ci d s u b stit uti o n s o n pr ot ei n s. N u cl ei c a ci d s r e s e ar c h . 2 0 1 2; 4 0( W 1): W 4 5 2-W 4 5 7.  

4 4.  A d z h u b ei I A, S c h mi dt S, P e s h ki n L, et al. A m et h o d a n d s er v er f or pr e di cti n g d a m a gi n g mi s s e n s e 

m ut ati o n s. N at ur e m et h o d s . 2 0 1 0; 7( 4): 2 4 8-2 4 9.  

4 5.  S c h w ar z J M, C o o p er D N, S c h u el k e M, S e el o w D. M ut ati o n T a st er 2: m ut ati o n pr e di cti o n f or t h e 

d e e p -s e q u e n ci n g a g e. N at ur e m et h o d s . 2 0 1 4; 1 1( 4): 3 6 1-3 6 2.  

4 6.  Gr a nt h a m R. A mi n o a ci d diff er e n c e f or m ul a t o h el p e x pl ai n pr ot ei n e v ol uti o n. S ci e n c e . 

1 9 7 4; 1 8 5( 4 1 5 4): 8 6 2 -8 6 4.  

4 7.  I o a n ni di s N M, R ot h st ei n J H, P ej a v er V, et al. R E V E L: a n e n s e m bl e m et h o d f or pr e di cti n g t h e 

p at h o g e ni cit y of r ar e mi s s e n s e v ari a nt s. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s . 2 0 1 6; 9 9( 4): 8 7 7-8 8 5.  
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4 8.  Alir e z ai e N, K er n o h a n K D, H artl e y T, M aj e w s ki J, H o c ki n g T D. Cli n Pr e d: pr e di cti o n t o ol t o i d e ntif y 

di s e a s e -r el e v a nt n o n s y n o n y m o u s si n gl e-n u cl e oti d e v ari a nt s. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s . 

2 0 1 8; 1 0 3( 4): 4 7 4 -4 8 3.  

4 9.  W a n g M, Z h a o X -M, T a k e m ot o K, X u H, Li Y, A k ut s u T, S o n g J. F u n S A V: pr e di cti n g t h e 

f u n cti o n al eff e ct of si n gl e a mi n o a ci d v ari a nt s u si n g a t w o-st a g e r a n d o m f or e st m o d el. Pl o S o n e . 

2 0 1 2; 7( 8)  

5 0.  S hi h a b H A, R o g er s M F, G o u g h J, et al. A n i nt e gr ati v e a p pr o a c h t o pr e di cti n g t h e f u n cti o n al 

eff e ct s of n o n -c o di n g a n d c o di n g s e q u e n c e v ari ati o n. Bi oi nf or m ati c s . 2 0 1 5; 3 1( 1 0): 1 5 3 6-1 5 4 3.  

5 1.  Rit c hi e G R, D u n h a m I, Z e g gi ni E, Fli c e k P. F u n cti o n al a n n ot ati o n of n o n c o di n g s e q u e n c e 

v ari a nt s. N at ur e m et h o d s . 2 0 1 4; 1 1( 3): 2 9 4.  

5 2.  G elf m a n S, W a n g Q, M c S w e e n e y K M, et al. A n n ot ati n g p at h o g e ni c n o n -c o di n g v ari a nt s i n g e ni c 

r e gi o n s. N at ur e C o m m u ni c ati o n s . 2 0 1 7/ 0 8/ 0 9 2 0 1 7; 8( 1): 2 3 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7-0 1 7 -0 0 1 4 1 -2  

5 3.  R at a n A, Ol s o n T L, L o u g hr a n T P, Mill er W. I d e ntifi c ati o n of i n d el s i n n e xt -g e n er ati o n s e q u e n ci n g 

d at a. j o ur n al arti cl e. B M C Bi oi nf or m ati c s . F e br u ar y 1 3 2 0 1 5; 1 6( 1): 4 2. d oi: 1 0. 1 1 8 6/ s 1 2 8 5 9-0 1 5 -0 4 8 3 -6  

5 4.  M o s e L E, Wil k er s o n M D, H a y e s D N, P er o u C M, P ar k er J S. A B R A: i m pr o v e d c o di n g i n d el 

d et e cti o n vi a a s s e m bl y -b a s e d r e ali g n m e nt. Bi oi nf or m ati c s . 2 0 1 4; 3 0( 1 9): 2 8 1 3-2 8 1 5. 

d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati c s/ bt u 3 7 6  

5 5.  K o b ol dt D C, C h e n K, W yli e T, et al. V ar S c a n: v ari a nt d et e cti o n i n m a s si v el y p ar all el s e q u e n ci n g 

of i n di vi d u al a n d p o ol e d s a m pl e s. Bi oi nf or m ati c s . 2 0 0 9; 2 5( 1 7): 2 2 8 3-2 2 8 5.  

5 6.  Al b er s C A, L u nt er G, M a c Art h ur D G, M c V e a n G, O u w e h a n d W H, D ur bi n R. Di n d el: a c c ur at e i n d el 

c all s fr o m s h ort -r e a d d at a. G e n o m e r e s e ar c h . 2 0 1 1; 2 1( 6): 9 6 1-9 7 3.  

5 7.  D e Pri st o M A, B a n k s E, P o pli n R, et al. A fr a m e w or k f or v ari ati o n di s c o v er y a n d g e n ot y pi n g u si n g 

n e xt -g e n er ati o n D N A s e q u e n ci n g d at a. N at ur e g e n eti c s . 2 0 1 1; 4 3( 5): 4 9 1.  

5 8.  F ol k m a n L, Y a n g Y, Li Z, et al. D DI G -i n: d et e cti n g di s e a s e-c a u si n g g e n eti c v ari ati o n s d u e t o 

fr a m e s hifti n g i n d el s a n d n o n s e n s e m ut ati o n s e m pl o yi n g s e q u e n c e a n d str u ct ur al pr o p erti e s at n u cl e oti d e 

a n d pr ot ei n l e v el s. Bi oi nf or m ati c s . 2 0 1 5; 3 1( 1 0): 1 5 9 9-1 6 0 6. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati c s/ bt u 8 6 2  

5 9.  P o pli n R, C h a n g P -C, Al e x a n d er D, et al. A u ni v er s al S N P a n d s m all -i n d el v ari a nt c all er u si n g 

d e e p n e ur al n et w or k s. N at ur e Bi ot e c h n ol o g y . 2 0 1 8/ 1 1/ 0 1 2 0 1 8; 3 6( 1 0): 9 8 3-9 8 7. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n bt. 4 2 3 5  

6 0.  P ert e a M, Li n X, S al z b er g S L. G e n e S pli c er: a n e w c o m p ut ati o n al m et h o d f or s pli c e sit e 

pr e di cti o n. N u cl ei c a ci d s r e s e ar c h . 2 0 0 1; 2 9( 5): 1 1 8 5-1 1 9 0.  

6 1.  Y e o G, B ur g e C B. M a xi m u m e ntr o p y m o d eli n g of s h ort s e q u e n c e m otif s wit h a p pli c ati o n s t o R N A 

s pli ci n g si g n al s. J o ur n al of c o m p ut ati o n al bi ol o g y . 2 0 0 4; 1 1( 2-3): 3 7 7 -3 9 4.  

6 2.  D e s m et F -O, H a mr o u n D, L al a n d e M, C oll o d -B ér o u d G, Cl a u str e s M, B ér o u d C. H u m a n S pli ci n g 

Fi n d er: a n o nli n e bi oi nf or m ati c s t o ol t o pr e di ct s pli ci n g si g n al s. N u cl ei c a ci d s r e s e ar c h . 2 0 0 9; 3 7( 9): e 6 7-

e 6 7.  

6 3.  M ort M, St er n e -W eil er T, Li B, et al. M ut Pr e d S pli c e: m a c hi n e l e ar ni n g -b a s e d pr e di cti o n of e x o ni c 

v ari a nt s t h at di sr u pt s pli ci n g. G e n o m e bi ol o g y . 2 0 1 4; 1 5( 1): R 1 9.  
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6 4.  J a g a n at h a n K, P a n a gi ot o p o ul o u S K, M c R a e J F, et al. Pr e di cti n g s pli ci n g fr o m pri m ar y s e q u e n c e 

wit h d e e p l e ar ni n g. C ell . 2 0 1 9; 1 7 6( 3): 5 3 5-5 4 8. e 2 4.  

6 5.  P oll ar d K S, H u bi s z M J, R o s e n bl o o m K R, Si e p el A. D et e cti o n of n o n n e utr al s u b stit uti o n r at e s o n 

m a m m ali a n p h yl o g e ni e s. G e n o m e r e s e ar c h . 2 0 1 0; 2 0( 1): 1 1 0-1 2 1.  

6 6.  C o o p er G M, St o n e E A, A si m e n o s G, Gr e e n E D, B at z o gl o u S, Si d o w A. Di stri b uti o n a n d i nt e n sit y 

of c o n str ai nt i n m a m m ali a n g e n o mi c s e q u e n c e. G e n o m e r e s e ar c h . 2 0 0 5; 1 5( 7): 9 0 1-9 1 3.  

6 7.  Si e p el A, B ej er a n o G, P e d er s e n J S, et al. E v ol uti o n aril y c o n s er v e d el e m e nt s i n v ert e br at e, i n s e ct, 

w or m, a n d y e a st g e n o m e s. G e n o m e r e s e ar c h . 2 0 0 5; 1 5( 8): 1 0 3 4-1 0 5 0.  

6 8.  T a n g H, T h o m a s P D. P A N T H E R -P S E P: pr e di cti n g di s e a s e -c a u si n g g e n eti c v ari a nt s u si n g 

p o siti o n -s p e cifi c e v ol uti o n ar y pr e s er v ati o n. Bi oi nf or m ati c s . 2 0 1 6; 3 2( 1 4): 2 2 3 0-2 2 3 2. 

d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati c s/ bt w 2 2 2  

6 9.  Z h o u J, Tr o y a n s k a y a O G. Pr e di cti n g eff e ct s of n o n c o di n g v ari a nt s wit h d e e p l e ar ni n g – b a s e d 

s e q u e n c e m o d el. N at ur e m et h o d s . 2 0 1 5; 1 2( 1 0): 9 3 1-9 3 4.  

7 0.  L u Q, H u Y, S u n J, C h e n g Y, C h e u n g K -H, Z h a o H. A st ati sti c al fr a m e w or k t o pr e di ct f u n cti o n al 

n o n -c o di n g r e gi o n s i n t h e h u m a n g e n o m e t hr o u g h i nt e gr at e d a n al y si s of a n n ot ati o n d at a. S ci e ntifi c 

r e p ort s. 2 0 1 5; 5: 1 0 5 7 6.  

7 1.  L e h m a n n K -V, C h e n T. E x pl ori n g f u n cti o n al v ari a nt di s c o v er y i n n o n -c o di n g r e gi o n s wit h SI n B a D. 

N u cl ei c A ci d s R e s e ar c h . 2 0 1 2; 4 1( 1): e 7-e 7. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k s 8 0 0  

7 2.  Z a m br a n o R, J a mr o z M, S z c z a si u k A, P uj ol s J, K mi e ci k S, V e nt ur a S. A G G R E S C A N 3 D ( A 3 D): 

s er v er f or pr e di cti o n of a g gr e g ati o n pr o p erti e s of pr ot ei n str u ct ur e s. N u cl ei c A ci d s R e s e ar c h . 

2 0 1 5; 4 3( W 1): W 3 0 6 -W 3 1 3. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k v 3 5 9  

7 3.  Pir e s D E V, A s c h er D B, Bl u n d ell T L. D U E T: a s er v er f or pr e di cti n g eff e ct s of m ut ati o n s o n pr ot ei n 

st a bilit y u si n g a n i nt e gr at e d c o m p ut ati o n al a p pr o a c h. N u cl ei c A ci d s R e s e ar c h . 2 0 1 4; 4 2( W 1): W 3 1 4-W 3 1 9. 

d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k u 4 1 1  

7 4.  Li u M, W at s o n L T, Z h a n g L. H M M v ar -f u n c: a n e w m et h o d f or pr e di cti n g t h e f u n cti o n al o ut c o m e of 

g e n eti c v ari a nt s. B M C bi oi nf or m ati c s . 2 0 1 5; 1 6( 1): 3 5 1.  

7 5.  R y a n M, Di e k h a n s M, Li e n S, Li u Y, K ar c hi n R. L S -S N P/ P D B: a n n ot at e d n o n -s y n o n y m o u s S N P s 

m a p p e d t o Pr ot ei n D at a B a n k str u ct ur e s. Bi oi nf or m ati c s . 2 0 0 9; 2 5( 1 1): 1 4 3 1-1 4 3 2.  

7 6.  Gi oll o M, M arti n A J, W al s h I, F err ari C, T o s att o S C. N e E M O: a m et h o d u si n g r e si d u e i nt er a cti o n 

n et w or k s t o i m pr o v e pr e di cti o n of pr ot ei n st a bilit y u p o n m ut ati o n. B M C g e n o mi c s . 2 0 1 4; 1 5( 4): S 7.  

7 7.  L ó p e z -F err a n d o V, G a z z o A, d e  l a Cr u z X, Or o z c o M, G el pí J L. P M ut: a w e b -b a s e d t o ol f or t h e 

a n n ot ati o n of p at h ol o gi c al v ari a nt s o n pr ot ei n s, 2 0 1 7 u p d at e. N u cl ei c A ci d s R e s e ar c h . 

2 0 1 7; 4 5( W 1): W 2 2 2 -W 2 2 8. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k x 3 1 3  

7 8.  Kir c h er M, Witt e n D M, J ai n P, O' R o a k B J, C o o p er G M, S h e n d ur e J. A g e n er al fr a m e w or k f or 

e sti m ati n g t h e r el ati v e p at h o g e ni cit y of h u m a n g e n eti c v ari a nt s. N at ur e g e n eti c s . 2 0 1 4; 4 6( 3): 3 1 0.  

7 9.  I o nit a-L a z a I, M c C all u m K, X u B, B u x b a u m J D. A s p e ctr al a p pr o a c h i nt e gr ati n g f u n cti o n al 

g e n o mi c a n n ot ati o n s f or c o di n g a n d n o n c o di n g v ari a nt s. N at ur e g e n eti c s . 2 0 1 6; 4 8( 2): 2 1 4.  
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8 0.  S u n d ar a m L, G a o H, P a di g e p ati S R, et al. Pr e di cti n g t h e cli ni c al i m p a ct of h u m a n m ut ati o n wit h 

d e e p n e ur al n et w or k s. N at ur e g e n eti c s . 2 0 1 8; 5 0( 8): 1 1 6 1-1 1 7 0.  

8 1.  M o s s ott o E, A s ht o n J J, O’ G or m a n L, P e n g ell y R J, B e atti e R M, M a c Art h ur B D, E n ni s S. G e n e P y - 

a s c or e f or e sti m ati n g g e n e p at h o g e ni cit y i n i n di vi d u al s u si n g n e xt -g e n er ati o n s e q u e n ci n g d at a. B M C 

Bi oi nf or m ati c s . 2 0 1 9/ 0 5/ 1 6 2 0 1 9; 2 0( 1): 2 5 4. d oi: 1 0. 1 1 8 6/ s 1 2 8 5 9-0 1 9 -2 8 7 7 -3  

8 2.  L o n s d al e J, T h o m a s J, S al v at or e M, et al. T h e g e n ot y p e -ti s s u e e x pr e s si o n ( G T E x) pr oj e ct. N at ur e 

g e n eti c s . 2 0 1 3; 4 5( 6): 5 8 0.  

8 3.  W ar e J S, Li J, M a z ai k a E, et al. S h ar e d g e n eti c pr e di s p o siti o n i n p eri p art u m a n d dil at e d 

c ar di o m y o p at hi e s. N e w E n gl a n d J o ur n al of M e di ci n e . 2 0 1 6; 3 7 4( 3): 2 3 3-2 4 1.  

8 4.  R o b ert s A M, W ar e J S, H er m a n D S, et al. I nt e gr at e d all eli c, tr a n s cri pti o n al, a n d p h e n o mi c 

di s s e cti o n of t h e c ar di a c eff e ct s of titi n tr u n c ati o n s i n h e alt h a n d di s e a s e. S ci e n c e tr a n sl ati o n al m e di ci n e . 

2 0 1 5; 7( 2 7 0): 2 7 0r a 6 -2 7 0r a 6.  

8 5.  d e n D u n n e n J T, D al gl ei s h R, M a gl ott D R, et al. H G V S r e c o m m e n d ati o n s f or t h e d e s cri pti o n of 

s e q u e n c e v ari a nt s: 2 0 1 6 u p d at e. H u m a n m ut ati o n . 2 0 1 6; 3 7( 6): 5 6 4-5 6 9.  

8 6.  M or al e s J, P uj ar S, L o v el a n d J E, et al. A j oi nt N C BI a n d E M B L -E BI tr a n s cri pt s et f or cli ni c al 

g e n o mi c s a n d r e s e ar c h. N at ur e . 2 0 2 2; 6 0 4( 7 9 0 5): 3 1 0-3 1 5.  

8 7.  C u m mi n g s B B, K ar c z e w s ki K J, K o s mi c ki J A, et al. Tr a n s cri pt e x pr e s si o n -a w ar e a n n ot ati o n 

i m pr o v e s r ar e v ari a nt di s c o v er y a n d i nt er pr et ati o n. bi o R xi v . 2 0 1 9: 5 5 4 4 4 4. d oi: 1 0. 1 1 0 1/ 5 5 4 4 4 4 

8 8.  C o o p er D N, Kr a w c z a k M, P ol y c hr o n a k o s C, T yl er -S mit h C, K e hr er -S a w at z ki H. W h er e g e n ot y p e 

i s n ot pr e di cti v e of p h e n ot y p e: t o w ar d s a n u n d er st a n di n g of t h e m ol e c ul ar b a si s of r e d u c e d p e n etr a n c e i n 

h u m a n i n h erit e d di s e a s e. H u m a n g e n eti c s . 2 0 1 3; 1 3 2: 1 0 7 7-1 1 3 0.  

8 9.  Ki n g d o m R, Wri g ht C F. I n c o m pl et e P e n etr a n c e a n d V ari a bl e E x pr e s si vit y: Fr o m Cli ni c al St u di e s 

t o P o p ul ati o n C o h ort s. R e vi e w. Fr o nti er s i n G e n eti c s . 2 0 2 2-J ul y -2 5 

2 0 2 2; 1 3 d oi: 1 0. 3 3 8 9/f g e n e. 2 0 2 2. 9 2 0 3 9 0  

9 0.  C h e n R, S hi L, H a k e n b er g J, et al. A n al y si s of 5 8 9, 3 0 6 g e n o m e s i d e ntifi e s i n di vi d u al s r e sili e nt t o 

s e v er e M e n d eli a n c hil d h o o d di s e a s e s. N at ur e bi ot e c h n ol o g y . 2 0 1 6; 3 4( 5): 5 3 1.  

9 1.  S h a w k y R M. R e d u c e d p e n etr a n c e i n h u m a n i n h erit e d di s e a s e. E g y pti a n J o ur n al of M e di c al 

H u m a n G e n eti c s . 2 0 1 4; 1 5( 2): 1 0 3-1 1 1.  

9 2.  R o p er s H H, Wi e n k er T. P e n etr a n c e of p at h o g e ni c m ut ati o n s i n h a pl oi n s uffi ci e nt g e n e s f or 

i nt ell e ct u al di s a bilit y a n d r el at e d di s or d er s. E ur o p e a n j o ur n al of m e di c al g e n eti c s . 2 0 1 5; 5 8( 1 2): 7 1 5-7 1 8.  

9 3.  Br e si n E, R ur ali E, C a pri oli J, et al. C o m bi n e d c o m pl e m e nt g e n e m ut ati o n s i n at y pi c al h e m ol yti c 

ur e mi c s y n dr o m e i nfl u e n c e cli ni c al p h e n ot y p e. J o ur n al of t h e A m eri c a n S o ci et y of N e p hr ol o g y . 

2 0 1 3; 2 4( 3): 4 7 5 -4 8 6.  

9 4.  V eiti a R A, C a b ur et S, Bir c hl er J A. M e c h a ni s m s of M e n d eli a n d o mi n a n c e. Cli ni c al G e n eti c s . 

2 0 1 8; 9 3( 3): 4 1 9 -4 2 8. d oi: 1 0. 1 1 1 1/ c g e. 1 3 1 0 7  

9 5.  G o urr a u d J -B, B ar c J, T h oll et A, et al. T h e Br u g a d a s y n dr o m e: a r ar e arr h yt h mi a di s or d er wit h 

c o m pl e x i n h erit a n c e. Fr o nti er s i n c ar di o v a s c ul ar m e di ci n e . 2 0 1 6; 3: 9.  
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9 6.  M ar s h A P, H er o n D, E d w ar d s T J, et al. M ut ati o n s i n D C C c a u s e i s ol at e d a g e n e si s of t h e c or p u s 

c all o s u m wit h i n c o m pl et e p e n etr a n c e. N at ur e g e n eti c s . 2 0 1 7; 4 9( 4): 5 1 1-5 1 4.  

9 7.  F a h s ol d R, H off m e y er S, Mi s c h u n g C, et al. Mi n or l e si o n m ut ati o n al s p e ctr u m of t h e e ntir e N F 1 

g e n e d o e s n ot e x pl ai n it s hi g h m ut a bilit y b ut p oi nt s t o a f u n cti o n al d o m ai n u p str e a m of t h e G A P -r el at e d 

d o m ai n. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s . 2 0 0 0; 6 6( 3): 7 9 0-8 1 8.  

9 8.  O etj e n s M, K ell y M, St ur m A, M arti n C, L e d b ett er D. Q u a ntif yi n g t h e p ol y g e ni c c o ntri b uti o n t o 

v ari a bl e e x pr e s si vit y i n el e v e n r ar e g e n eti c di s or d er s. N at ur e c o m m u ni c ati o n s . 2 0 1 9; 1 0( 1): 4 8 9 7.  

9 9.  I g ar a s hi P, S o ml o S. G e n eti c s a n d p at h o g e n e si s of p ol y c y sti c ki d n e y di s e a s e. J o ur n al of t h e 

A m eri c a n S o ci et y of N e p hr ol o g y . 2 0 0 2; 1 3( 9): 2 3 8 4-2 3 9 8.  

1 0 0.  v a n d er K ol k D M, d e B o c k G H, L e e gt e B K, et al. P e n etr a n c e of br e a st c a n c er, o v ari a n c a n c er a n d 

c o ntr al at er al br e a st c a n c er i n B R C A 1 a n d B R C A 2 f a mili e s: hi g h c a n c er i n ci d e n c e at ol d er a g e. Br e a st 

c a n c er r e s e ar c h a n d tr e at m e nt . 2 0 1 0; 1 2 4: 6 4 3-6 5 1.  

1 0 1.  C orr e a H. Li – Fr a u m e ni s y n dr o m e. J o ur n al of p e di atri c g e n eti c s . 2 0 1 6: 0 8 4-0 8 8.  

1 0 2.  Bill er L H, S y n g al S, Y ur g el u n M B. R e c e nt a d v a n c e s i n L y n c h s y n dr o m e. F a mili al c a n c er . 

2 0 1 9; 1 8: 2 1 1 -2 1 9.  

1 0 3.  Al e s si D R, S a m ml er E. L R R K 2 ki n a s e i n P ar ki n s o n' s di s e a s e. S ci e n c e . 2 0 1 8; 3 6 0( 6 3 8 4): 3 6-3 7.  

1 0 4.  Wri g ht C F, W e st B, T u k e M, et al. A s s e s si n g t h e p at h o g e ni cit y, p e n etr a n c e, a n d e x pr e s si vit y of 

p ut ati v e di s e a s e -c a u si n g v ari a nt s i n a p o p ul ati o n s etti n g. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s . 

2 0 1 9; 1 0 4( 2): 2 7 5 -2 8 6.  

1 0 5.  S pi el m a n n M, L u pi á ñ e z D G, M u n dl o s S. Str u ct ur al v ari ati o n i n t h e 3 D g e n o m e. N at ur e R e vi e w s 

G e n eti c s . 2 0 1 8/ 0 7/ 0 1 2 0 1 8; 1 9( 7): 4 5 3-4 6 7. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 7 6 -0 1 8 -0 0 0 7 -0  

1 0 6.  Z h a n g F, L u p s ki J R. N o n -c o di n g g e n eti c v ari a nt s i n h u m a n di s e a s e. H u m a n m ol e c ul ar g e n eti c s . 

2 0 1 5; 2 4( R 1): R 1 0 2 -R 1 1 0.  

1 0 7.  S pi el m a n n M, M u n dl o s S. L o o ki n g b e y o n d t h e g e n e s: t h e r ol e of n o n -c o di n g v ari a nt s i n h u m a n 

di s e a s e. H u m a n m ol e c ul ar g e n eti c s . 2 0 1 6; 2 5( R 2): R 1 5 7-R 1 6 5.  

1 0 8.  H u a n g Y -F, G ul k o B, Si e p el A. F a st, s c al a bl e pr e di cti o n of d el et eri o u s n o n c o di n g v ari a nt s fr o m 

f u n cti o n al a n d p o p ul ati o n g e n o mi c d at a. N at ur e g e n eti c s . 2 0 1 7; 4 9( 4): 6 1 8-6 2 4.  

1 0 9.  C olli n s R L, Br a n d H, K ar c z e w s ki K J, et al. A str u ct ur al v ari ati o n r ef er e n c e f or m e di c al a n d 

p o p ul ati o n g e n eti c s. N at ur e . 2 0 2 0/ 0 5/ 0 1 2 0 2 0; 5 8 1( 7 8 0 9): 4 4 4-4 5 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6 -0 2 0 -2 2 8 7 -8  

1 1 0.  M er k er J D, W e n g er A M, S n e d d o n T, et al. L o n g -r e a d g e n o m e s e q u e n ci n g i d e ntifi e s c a u s al 

str u ct ur al v ari ati o n i n a M e n d eli a n di s e a s e. G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 1 8/ 0 1/ 0 1 2 0 1 8; 2 0( 1): 1 5 9-1 6 3. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/ gi m. 2 0 1 7. 8 6  

1 1 1.  M ar k s P, G ar ci a S, B arri o A M, et al. R e s ol vi n g t h e f ull s p e ctr u m of h u m a n g e n o m e v ari ati o n u si n g 

Li n k e d -R e a d s. G e n o m e r e s e ar c h . 2 0 1 9; 2 9( 4): 6 3 5-6 4 5.  

1 1 2.  H a m o s h A, S c ott A F, A m b er g er J S, B o c c hi ni C A, M c K u si c k V A. O nli n e M e n d eli a n I n h erit a n c e i n 

M a n ( O MI M), a k n o wl e d g e b a s e of h u m a n g e n e s a n d g e n eti c di s or d er s. N u cl ei c a ci d s r e s e ar c h . 

2 0 0 5; 3 3( s u p pl _ 1): D 5 1 4 -D 5 1 7.  
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1 1 3.  L a n dr u m M J, L e e J M, Ril e y G R, J a n g W, R u bi n st ei n W S, C h ur c h D M, M a gl ott D R. Cli n V ar: 

p u bli c ar c hi v e of r el ati o n s hi p s a m o n g s e q u e n c e v ari ati o n a n d h u m a n p h e n ot y p e. N u cl ei c a ci d s r e s e ar c h . 

2 0 1 4; 4 2( D 1): D 9 8 0 -D 9 8 5.  

1 1 4.  Firt h H V, Ri c h ar d s S M, B e v a n A P, et al. D E CI P H E R: d at a b a s e of c hr o m o s o m al i m b al a n c e a n d 

p h e n ot y p e i n h u m a n s u si n g e n s e m bl r e s o ur c e s. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s . 

2 0 0 9; 8 4( 4): 5 2 4 -5 3 3.  

1 1 5.  M a nr ai A K, F u n k e B H, R e h m H L, et al. G e n eti c Mi s di a g n o s e s a n d t h e P ot e nti al f or H e alt h 

Di s p ariti e s. N e w E n gl a n d J o ur n al of M e di ci n e . 2 0 1 6; 3 7 5( 7): 6 5 5-6 6 5. d oi: 1 0. 1 0 5 6/ N E J M s a 1 5 0 7 0 9 2  

1 1 6.  L e k M, K ar c z e w s ki K J, Mi ni k el E V, et al. A n al y si s of pr ot ei n -c o di n g g e n eti c v ari ati o n i n 6 0, 7 0 6 

h u m a n s. N at ur e . 2 0 1 6; 5 3 6( 7 6 1 6): 2 8 5-2 9 1.  

1 1 7.  S h a h N, H o u Y -C C, Y u H -C, S ai n g er R, C a s k e y C T, V e nt er J C, T el e nti A. I d e ntifi c ati o n of 

mi s cl a s sifi e d Cli n V ar v ari a nt s vi a di s e a s e p o p ul ati o n pr e v al e n c e. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n 

G e n eti c s . 2 0 1 8; 1 0 2( 4): 6 0 9-6 1 9.  

1 1 8.  M arti n A R, Willi a m s E, F o ul g er R E, et al. P a n el A p p cr o w d s o ur c e s e x p ert k n o wl e d g e t o e st a bli s h 

c o n s e n s u s di a g n o sti c g e n e p a n el s. N at ur e g e n eti c s . 2 0 1 9; 5 1( 1 1): 1 5 6 0-1 5 6 5.  

1 1 9.  W e n g er A M, G ut ur u H, B er n st ei n J A, B ej er a n o G. S y st e m ati c r e a n al y si s of cli ni c al e x o m e d at a 

yi el d s a d diti o n al di a g n o s e s: i m pli c ati o n s f or pr o vi d er s. G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 1 7; 1 9( 2): 2 0 9-2 1 4.  

1 2 0.  N a m b ot S, T h e v e n o n J, K u e nt z P, et al. Cli ni c al w h ol e -e x o m e s e q u e n ci n g f or t h e di a g n o si s of 

r ar e di s or d er s wit h c o n g e nit al a n o m ali e s a n d/ or i nt ell e ct u al di s a bilit y: s u b st a nti al i nt er e st of pr o s p e cti v e 

a n n u al r e a n al y si s. G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 1 8; 2 0( 6): 6 4 5-6 5 4.  

1 2 1.  E w a n s L J, S c h ofi el d D, S hr e st h a R, et al. W h ol e -e x o m e s e q u e n ci n g r e a n al y si s at 1 2 m o nt h s 

b o o st s di a g n o si s a n d i s c o st -eff e cti v e w h e n a p pli e d e arl y i n M e n d eli a n di s or d er s. G e n eti c s i n M e di ci n e . 

2 0 1 8/ 1 2/ 0 1 2 0 1 8; 2 0( 1 2): 1 5 6 4 -1 5 7 4. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ gi m. 2 0 1 8. 3 9  

1 2 2.  P o s e y J E, O' D o n n ell -L uri a A H, C h o n g J X, et al. I n si g ht s i nt o g e n eti c s, h u m a n bi ol o g y a n d 

di s e a s e gl e a n e d fr o m f a mil y b a s e d g e n o mi c st u di e s. G e n et M e d . 2 0 1 9 0 4 2 0 1 9; 2 1( 4): 7 9 8-8 1 2. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 3 6 -0 1 8 -0 4 0 8 -7  

1 2 3.  Ri c h ar d s S, A zi z N, B al e S, et al. St a n d ar d s a n d g ui d eli n e s f or t h e i nt er pr et ati o n of s e q u e n c e 

v ari a nt s: a j oi nt c o n s e n s u s r e c o m m e n d ati o n of t h e A m eri c a n C oll e g e of M e di c al G e n eti c s a n d G e n o mi c s 

a n d t h e A s s o ci ati o n f or M ol e c ul ar P at h ol o g y. G e n et M e d . 2 0 1 5; 1 7( 5): 4 0 5-4 2 4. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ gi m. 2 0 1 5. 3 0  

1 2 4.  T a vti gi a n S V, Gr e e n bl att M S, H arri s o n S M, N u s s b a u m R L, Pr a b h u S A, B o u c h er K M, Bi e s e c k er 

L G. M o d eli n g t h e A C M G/ A M P v ari a nt cl a s sifi c ati o n g ui d eli n e s a s a B a y e si a n cl a s sifi c ati o n fr a m e w or k. 

G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 1 8; 2 0( 9): 1 0 5 4-1 0 6 0.  

1 2 5.  A m e n d ol a L M, J ar vi k G P, L e o M C, et al. P erf or m a n c e of A C M G -A M P v ari a nt -i nt er pr et ati o n 

g ui d eli n e s a m o n g ni n e l a b or at ori e s i n t h e Cli ni c al S e q u e n ci n g E x pl or at or y R e s e ar c h C o n s orti u m. T h e 

A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s . 2 0 1 6; 9 8( 6): 1 0 6 7-1 0 7 6.  

1 2 6.  D e w e y F E, Gr o v e M E, P a n C, et al. Cli ni c al i nt er pr et ati o n a n d i m pli c ati o n s of w h ol e -g e n o m e 

s e q u e n ci n g. J a m a . 2 0 1 4; 3 1 1( 1 0): 1 0 3 5-1 0 4 5.  
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1 2 7.  Firt h H V, Wri g ht C F, st u d y D. T h e d e ci p h eri n g d e v el o p m e nt al di s or d er s ( D D D) st u d y. 

D e v el o p m e nt al M e di ci n e & C hil d N e ur ol o g y . 2 0 1 1; 5 3( 8): 7 0 2-7 0 3.  

1 2 8.  B a m s h a d M J, S h e n d ur e J A, V all e D, et al. T h e C e nt er s f or M e n d eli a n G e n o mi c s: A n e w l ar g e -

s c al e i niti ati v e t o i d e ntif y t h e g e n e s u n d erl yi n g r ar e M e n d eli a n c o n diti o n s. A m eri c a n J o ur n al of M e di c al 

G e n eti c s P art A . 2 0 1 2; 1 5 8 A( 7): 1 5 2 3-1 5 2 5. d oi: htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ aj m g. a. 3 5 4 7 0  

1 2 9.  P hili p p a ki s A A, A z z ariti D R, B eltr a n S, et al. T h e M at c h m a k er E x c h a n g e: a pl atf or m f or r ar e 

di s e a s e g e n e di s c o v er y. H u m a n m ut ati o n . 2 0 1 5; 3 6( 1 0): 9 1 5-9 2 1.  

1 3 0.  S n a p e K, W e d d er b ur n S, B ar w ell J. T h e n e w g e n o mi c m e di ci n e s er vi c e a n d i m pli c ati o n s f or 

p ati e nt s. Cli ni c al M e di ci n e . 2 0 1 9; 1 9( 4): 2 7 3.  

1 3 1.  Ai n s w ort h C. T hr e e w a y s g e n o mi c s i s alr e a d y h el pi n g N H S p ati e nt s — a n d t hr e e w a y s it will s o o n. 

b mj . 2 0 2 2; 3 7 9 

1 3 2.  1 0 0 G P PI. 1 0 0, 0 0 0 g e n o m e s pil ot o n r ar e -di s e a s e di a g n o si s i n h e alt h c ar e — pr eli mi n ar y r e p ort. 

N e w E n gl a n d J o ur n al of M e di ci n e . 2 0 2 1; 3 8 5( 2 0): 1 8 6 8-1 8 8 0.  

1 3 3.  K ar c z e w s ki K J, Fr a n ci oli L C, Ti a o G, et al. T h e m ut ati o n al c o n str ai nt s p e ctr u m q u a ntifi e d fr o m 

v ari ati o n i n 1 4 1, 4 5 6 h u m a n s. N at ur e . 2 0 2 0/ 0 5/ 0 1 2 0 2 0; 5 8 1( 7 8 0 9): 4 3 4-4 4 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6 -0 2 0 -

2 3 0 8 -7  

1 3 4.  S m e dl e y D, J a c o b s e n J O, J ä g er M, et al. N e xt -g e n er ati o n di a g n o sti c s a n d di s e a s e -g e n e 

di s c o v er y wit h t h e E x o mi s er. N at ur e pr ot o c ol s . 2 0 1 5; 1 0( 1 2): 2 0 0 4-2 0 1 5.  

1 3 5.  T h e v e n o n J, D uff o ur d Y, M a s ur el ‐P a ul et A, et al. Di a g n o sti c o d y s s e y i n s e v er e 

n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er s: t o w ar d cli ni c al w h ol e ‐e x o m e s e q u e n ci n g a s a fir st ‐li n e di a g n o sti c t e st. 

Cli ni c al g e n eti c s . 2 0 1 6; 8 9( 6): 7 0 0-7 0 7.  

1 3 6.  P art n er s I C H. A pr eli mi n ar y a s s e s s m e nt of t h e p ot e nti al i m p a ct of r ar e di s e a s e s o n t h e N H S . 

2 0 1 8. A c c e s s e d J ul y 2 0 2 0. htt p s://i m p eri al c oll e g e h e alt h p art n er s. c o m/ w p -c o nt e nt/ u pl o a d s/ 2 0 1 9/ 0 5/I C H P -

R D -R e p ort -N o v -2 0 1 8 -A P P R O V E D -0 0 2. p df  

1 3 7.  St ar k Z, S c h ofi el d D, Al a m K, et al. Pr o s p e cti v e c o m p ari s o n of t h e c o st -eff e cti v e n e s s of cli ni c al 

w h ol e -e x o m e s e q u e n ci n g wit h t h at of u s u al c ar e o v er w h el mi n gl y s u p p ort s e arl y u s e a n d r ei m b ur s e m e nt. 

G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 1 7; 1 9( 8): 8 6 7-8 7 4.  

1 3 8.  S o d e n S E, S a u n d er s C J, Willi g L K, et al. Eff e cti v e n e s s of e x o m e a n d g e n o m e s e q u e n ci n g g ui d e d 

b y a c uit y of ill n e s s f or di a g n o si s of n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er s. S ci e n c e tr a n sl ati o n al m e di ci n e . 

2 0 1 4; 6( 2 6 5): 2 6 5r a 1 6 8 -2 6 5r a 1 6 8.  

1 3 9.  M uir E. T h e r ar e r e alit y -a n i n si g ht i nt o t h e p ati e nt a n d f a mil y e x p eri e n c e of r ar e di s e a s e. R ar e 

Di s e a s e U K . 2 0 1 6; 

1 4 0.  Mir mir a n A, S c h mitt C, L ef e b vr e T, et al. Er yt hr oi d -pr o g e nit or -t ar g et e d g e n e t h er a p y u si n g 

bif u n cti o n al T F R 1 li g a n d -p e pti d e s i n h u m a n er yt hr o p oi eti c pr ot o p or p h yri a. T h e A m eri c a n J o ur n al of 

H u m a n G e n eti c s . 2 0 1 9; 1 0 4( 2): 3 4 1-3 4 7.  

1 4 1.  L e g e n dr e C M, Li c ht C, M u u s P, et al. T er mi n al c o m pl e m e nt i n hi bit or e c uli z u m a b i n at y pi c al 

h e m ol yti c – ur e mi c s y n dr o m e. N e w E n gl a n d J o ur n al of M e di ci n e . 2 0 1 3; 3 6 8( 2 3): 2 1 6 9-2 1 8 1.  

https://doi.org/10.1002/ajmg.a.35470
https://imperialcollegehealthpartners.com/wp-content/uploads/2019/05/ICHP-RD-Report-Nov-2018-APPROVED-002.pdf
https://imperialcollegehealthpartners.com/wp-content/uploads/2019/05/ICHP-RD-Report-Nov-2018-APPROVED-002.pdf
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1 4 2.  Ri b eil J -A, H a c ei n -B e y -A bi n a S, P a y e n E, et al. G e n e t h er a p y i n a p ati e nt wit h si c kl e c ell di s e a s e. 

N e w E n gl a n d J o ur n al of M e di ci n e . 2 0 1 7; 3 7 6( 9): 8 4 8-8 5 5.  

1 4 3.  M a g uir e A M, Hi g h K A, A uri c c hi o A, et al. A g e -d e p e n d e nt eff e ct s of R P E 6 5 g e n e t h er a p y f or 

L e b er' s c o n g e nit al a m a ur o si s: a p h a s e 1 d o s e -e s c al ati o n tri al. T h e L a n c et . 2 0 0 9; 3 7 4( 9 7 0 1): 1 5 9 7-1 6 0 5.  

1 4 4.  Pi er c e E A, B e n n ett J. T h e st at u s of R P E 6 5 g e n e t h er a p y tri al s: s af et y a n d effi c a c y. C ol d S pri n g 

H ar b or p er s p e cti v e s i n m e di ci n e . 2 0 1 5; 5( 9): a 0 1 7 2 8 5.  

1 4 5.  B e c k D B, P etr a c o vi ci A, H e C, et al. D eli n e ati o n of a H u m a n M e n d eli a n Di s or d er of t h e D N A 

D e m et h yl ati o n M a c hi n er y: T E T 3 D efi ci e n c y. A m J H u m G e n et . 2 0 2 0 0 2 0 6 2 0 2 0; 1 0 6( 2): 2 3 4-2 4 5. 

d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. aj h g. 2 0 1 9. 1 2. 0 0 7  

1 4 6.  M e n d ell J R, Al -Z ai d y S, S h ell R, et al. Si n gl e -d o s e g e n e -r e pl a c e m e nt t h er a p y f or s pi n al m u s c ul ar 

atr o p h y. N e w E n gl a n d J o ur n al of M e di ci n e . 2 0 1 7; 3 7 7( 1 8): 1 7 1 3-1 7 2 2.  

1 4 7.  H a bi b A -R R, K aj b af z a d e h M, D e s ai S, Y a n g C L, S k ol ni k K, Q u o n B S. A s y st e m ati c r e vi e w of t h e 

cli ni c al effi c a c y a n d s af et y of C F T R m o d ul at or s i n c y sti c fi br o si s. S ci e ntifi c r e p ort s . 2 0 1 9; 9( 1): 1-9.  

1 4 8.  W ai n wri g ht C E, El b or n J S, R a m s e y B W, et al. L u m a c aft or – i v a c aft or i n p ati e nt s wit h c y sti c fi br o si s 

h o m o z y g o u s f or P h e 5 0 8 d el C F T R. N e w E n gl a n d J o ur n al of M e di ci n e . 2 0 1 5; 3 7 3( 3): 2 2 0-2 3 1.  

1 4 9.  L y C V, Mill er T M. E m er gi n g a nti s e n s e oli g o n u cl e oti d e a n d vir al t h er a pi e s f or A L S. C urr e nt o pi ni o n 

i n n e ur ol o g y. 2 0 1 8; 3 1( 5): 6 4 8.  

1 5 0.  S mit h R A, Mill er T M, Y a m a n a k a K, et al. A nti s e n s e oli g o n u cl e oti d e t h er a p y f or n e ur o d e g e n er ati v e 

di s e a s e. T h e J o ur n al of cli ni c al i n v e sti g ati o n . 2 0 0 6; 1 1 6( 8): 2 2 9 0-2 2 9 6.  

1 5 1.  W at ki n s D, S c h w art z e ntr u b er J A, G a n e s h J, et al. N o v el i n b or n err or of f ol at e m et a b oli s m: 

i d e ntifi c ati o n b y e x o m e c a pt ur e a n d s e q u e n ci n g of m ut ati o n s i n t h e M T H F D 1 g e n e i n a si n gl e pr o b a n d. 

J o ur n al of m e di c al g e n eti c s . 2 0 1 1; 4 8( 9): 5 9 0-5 9 2.  

1 5 2.  B ur d a P, K u st er A, Hj al m ar s o n O, et al. C h ar a ct eri z ati o n a n d r e vi e w of M T H F D 1 d efi ci e n c y: f o ur 

n e w p ati e nt s, c ell ul ar d eli n e ati o n a n d r e s p o n s e t o f oli c a n d f oli ni c a ci d tr e at m e nt. J o ur n al of i n h erit e d 

m et a b oli c di s e a s e . 2 0 1 5; 3 8( 5): 8 6 3-8 7 2.  

1 5 3.  R a m a kri s h n a n K A, P e n g ell y R J, G a o Y, et al. Pr e ci si o n m ol e c ul ar di a g n o si s d efi n e s s p e cifi c 

t h er a p y i n c o m bi n e d i m m u n o d efi ci e n c y wit h m e g al o bl a sti c a n e mi a s e c o n d ar y t o M T H F D 1 d efi ci e n c y. T h e 

J o ur n al of All er g y a n d Cli ni c al I m m u n ol o g y: I n Pr a cti c e . 2 0 1 6; 4( 6): 1 1 6 0-1 1 6 6. e 1 0.  

1 5 4.  C h o n g J X, B u c ki n g h a m K J, J h a n gi a ni S N, et al. T h e g e n eti c b a si s of M e n d eli a n p h e n ot y p e s: 

di s c o v eri e s, c h all e n g e s, a n d o p p ort u niti e s. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s . 2 0 1 5; 9 7( 2): 1 9 9-

2 1 5.  

1 5 5.  B a m s h a d M J, Ni c k er s o n D A, C h o n g J X. M e n d eli a n G e n e Di s c o v er y: F a st a n d F uri o u s wit h N o 

E n d i n Si g ht. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s . 2 0 1 9/ 0 9/ 0 5/ 2 0 1 9; 1 0 5( 3): 4 4 8-4 5 5. 

d oi: htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. aj h g. 2 0 1 9. 0 7. 0 1 1  

1 5 6.  N g S B, Bi g h a m A W, B u c ki n g h a m K J, et al. E x o m e s e q u e n ci n g i d e ntifi e s M L L 2 m ut ati o n s a s a 

c a u s e of K a b u ki s y n dr o m e. N at ur e G e n eti c s . 2 0 1 0/ 0 9/ 0 1 2 0 1 0; 4 2( 9): 7 9 0-7 9 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n g. 6 4 6  

https://doi.org/10.1016/j.ajhg.2019.07.011
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1 5 7.  A z z ariti D R, H a m o s h A. G e n o mi c D at a S h ari n g f or N o v el M e n d eli a n Di s e a s e G e n e Di s c o v er y: 

T h e M at c h m a k er E x c h a n g e. A n n u al R e vi e w of G e n o mi c s a n d H u m a n G e n eti c s . 2 0 2 0; 2 1( 1): n ull. 

d oi: 1 0. 1 1 4 6/ a n n ur e v -g e n o m -0 8 3 1 1 8 -0 1 4 9 1 5  

1 5 8.  Dir e ct or s A B o. L a b or at or y a n d cli ni c al g e n o mi c d at a s h ari n g i s cr u ci al t o i m pr o vi n g g e n eti c h e alt h 

c ar e: a p o siti o n st at e m e nt of t h e A m eri c a n C oll e g e of M e di c al G e n eti c s a n d G e n o mi c s. G e n eti c s i n 

M e di ci n e . 2 0 1 7; 1 9( 7): 7 2 1-7 2 2.  

1 5 9.  P hilli p s M, M ol n ár -G á b or F, K or b el J O, et al. G e n o mi c s: d at a s h ari n g n e e d s a n i nt er n ati o n al c o d e 

of c o n d u ct. N at ur e P u bli s hi n g Gr o u p; 2 0 2 0.  

1 6 0.  O’ D o n n ell -L uri a A H, P ai s L S, F a u n d e s V, et al. H et er o z y g o u s V ari a nt s i n K M T 2 E C a u s e a 

S p e ctr u m of N e ur o d e v el o p m e nt al Di s or d er s a n d E pil e p s y. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s . 

2 0 1 9/ 0 6/ 0 6/ 2 0 1 9; 1 0 4( 6): 1 2 1 0 -1 2 2 2. d oi: htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. aj h g. 2 0 1 9. 0 3. 0 2 1  

1 6 1.  K a y e J, C urr e n L, A n d er s o n N, et al. Fr o m p ati e nt s t o p art n er s: p arti ci p a nt -c e ntri c i niti ati v e s i n 

bi o m e di c al r e s e ar c h. N at ur e R e vi e w s G e n eti c s . 2 0 1 2; 1 3( 5): 3 7 1-3 7 6.  

1 6 2.  L a m b ert s o n K F, D a mi a ni S A, Mi g ht M, S h elt o n R, T err y S F. P arti ci p a nt -Dri v e n M at c h m a ki n g i n 

t h e G e n o mi c Er a. H u m a n M ut ati o n . 2 0 1 5; 3 6( 1 0): 9 6 5-9 7 3. d oi: 1 0. 1 0 0 2/ h u m u. 2 2 8 5 2  

1 6 3.  M a c n a m ar a E F, D’ S o u z a P, U n di a g n o s e d Di s e a s e s N, Tifft C J. T h e u n di a g n o s e d di s e a s e s 

pr o gr a m: A p pr o a c h t o di a g n o si s. Tr a n sl ati o n al S ci e n c e of R ar e Di s e a s e s . 2 0 1 9; 4: 1 7 9-1 8 8. 

d oi: 1 0. 3 2 3 3/ T R D -1 9 0 0 4 5  

1 6 4.  Mi g ht M, Mi g ht C C. W h at h a p p e n s w h e n N = 1 a n d y o u w a nt pl u s 1 ? Pr e n at al di a g n o si s . 

2 0 1 7; 3 7( 1): 7 0 -7 2.  

1 6 5.  Mi g ht M, Wil s e y M. T h e s hifti n g m o d el i n cli ni c al di a g n o sti c s: h o w n e xt -g e n er ati o n s e q u e n ci n g 

a n d f a mili e s ar e alt eri n g t h e w a y r ar e di s e a s e s ar e di s c o v er e d, st u di e d, a n d tr e at e d. G e n eti c s i n 

M e di ci n e . 2 0 1 4; 1 6( 1 0): 7 3 6-7 3 7.  

1 6 6.  C h o n g J X, Y u J -H, L or e nt z e n P, et al. G e n e di s c o v er y f or M e n d eli a n c o n diti o n s vi a s o ci al 

n et w or ki n g: d e n o v o v ari a nt s i n K D M 1 A c a u s e d e v el o p m e nt al d el a y a n d di sti n cti v e f a ci al f e at ur e s. 

G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 1 6/ 0 8/ 0 1 2 0 1 6; 1 8( 8): 7 8 8-7 9 5. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ gi m. 2 0 1 5. 1 6 1  

1 6 7.  R o bi n s o n P N, K ö hl er S, B a u er S, S e el o w D, H or n D, M u n dl o s S. T h e H u m a n P h e n ot y p e 

O nt ol o g y: a t o ol f or a n n ot ati n g a n d a n al y zi n g h u m a n h er e dit ar y di s e a s e. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n 

G e n eti c s . 2 0 0 8; 8 3( 5): 6 1 0-6 1 5.  

1 6 8.  B a u er S, K ö hl er S, S c h ul z M H, R o bi n s o n P N. B a y e si a n o nt ol o g y q u er yi n g f or a c c ur at e a n d n oi s e -

t ol er a nt s e m a nti c s e ar c h e s. Bi oi nf or m ati c s . 2 0 1 2; 2 8( 1 9): 2 5 0 2-2 5 0 8.  

1 6 9.  S c h ul z M H, K ö hl er S, B a u er S, R o bi n s o n P N. E x a ct s c or e di stri b uti o n c o m p ut ati o n f or o nt ol o gi c al 

si mil arit y s e ar c h e s. B M C bi oi nf or m ati c s . 2 0 1 1; 1 2( 1): 4 4 1.  

1 7 0.  K ö hl er S, S c h ul z M H, Kr a wit z P, et al. Cli ni c al di a g n o sti c s i n h u m a n g e n eti c s wit h s e m a nti c 

si mil arit y s e ar c h e s i n o nt ol o gi e s. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s . 2 0 0 9; 8 5( 4): 4 5 7-4 6 4.  

1 7 1.  Sifri m A, P o p o vi c D, Tr a n c h e v e nt L -C, et al. e Xt a s y: v ari a nt pri oriti z ati o n b y g e n o mi c d at a f u si o n. 

N at ur e m et h o d s . 2 0 1 3; 1 0( 1 1): 1 0 8 3-1 0 8 4.  

https://doi.org/10.1016/j.ajhg.2019.03.021
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1 7 2.  Si n gl et o n M V, G ut h er y S L, V o el k er di n g K V, et al. P h e v or c o m bi n e s m ulti pl e bi o m e di c al 

o nt ol o gi e s f or a c c ur at e i d e ntifi c ati o n of di s e a s e -c a u si n g all el e s i n si n gl e i n di vi d u al s a n d s m all n u cl e ar 

f a mili e s. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n G e n eti c s . 2 0 1 4; 9 4( 4): 5 9 9-6 1 0.  

1 7 3.  J a v e d A, A gr a w al S, N g P C. P h e n -G e n: c o m bi ni n g p h e n ot y p e a n d g e n ot y p e t o a n al y z e r ar e 

di s or d er s. N at ur e m et h o d s . 2 0 1 4; 1 1( 9): 9 3 5-9 3 7.  

1 7 4.  M u n g all C J, M c M urr y J A, K ö hl er S, et al. T h e M o n ar c h I niti ati v e: a n i nt e gr ati v e d at a a n d a n al yti c 

pl atf or m c o n n e cti n g p h e n ot y p e s t o g e n ot y p e s a cr o s s s p e ci e s. N u cl ei c a ci d s r e s e ar c h . 

2 0 1 7; 4 5( D 1): D 7 1 2 -D 7 2 2.  

1 7 5.  Alli a n c e of G e n o m e R e s o ur c e s P ort al: u nifi e d m o d el or g a ni s m r e s e ar c h pl atf or m. N u cl ei c a ci d s 

r e s e ar c h. 2 0 2 0; 4 8( D 1): D 6 5 0-D 6 5 8.  

1 7 6.  W a n g J, Al -O ur a n R, H u Y, et al. M A R R V E L: i nt e gr ati o n of h u m a n a n d m o d el or g a ni s m g e n eti c 

r e s o ur c e s t o f a cilit at e f u n cti o n al a n n ot ati o n of t h e h u m a n g e n o m e. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n 

G e n eti c s . 2 0 1 7; 1 0 0( 6): 8 4 3-8 5 3.  

1 7 7.  S m e dl e y D, S c h u b a c h M, J a c o b s e n J O, et al. A w h ol e -g e n o m e a n al y si s fr a m e w or k f or eff e cti v e 

i d e ntifi c ati o n of p at h o g e ni c r e g ul at or y v ari a nt s i n M e n d eli a n di s e a s e. T h e A m eri c a n J o ur n al of H u m a n 

G e n eti c s . 2 0 1 6; 9 9( 3): 5 9 5-6 0 6.  

1 7 8.  B o n e W P, W a s hi n gt o n N L, B u s k e O J, et al. C o m p ut ati o n al e v al u ati o n of e x o m e s e q u e n c e d at a 

u si n g h u m a n a n d m o d el or g a ni s m p h e n ot y p e s i m pr o v e s di a g n o sti c effi ci e n c y. G e n eti c s i n M e di ci n e . 

2 0 1 6; 1 8( 6): 6 0 8 -6 1 7.  

1 7 9.  S mit h C L, Bl a k e J A, K a di n J A, Ri c h ar d s o n J E, B ult C J, Gr o u p t M G D. M o u s e G e n o m e D at a b a s e 

( M G D)-2 0 1 8: k n o wl e d g e b a s e f or t h e l a b or at or y m o u s e. N u cl ei c A ci d s R e s e ar c h . 2 0 1 7; 4 6( D 1): D 8 3 6-

D 8 4 2. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k x 1 0 0 6  

1 8 0.  B ult C J, Bl a k e J A, S mit h C L, K a di n J A, Ri c h ar d s o n J E. M o u s e g e n o m e d at a b a s e ( M G D) 2 0 1 9. 

N u cl ei c a ci d s r e s e ar c h . 2 0 1 9; 4 7( D 1): D 8 0 1-D 8 0 6.  

1 8 1.  A u sti n C P, B att e y J F, Br a dl e y A, et al. T h e k n o c k o ut m o u s e pr oj e ct. N at ur e g e n eti c s . 

2 0 0 4; 3 6( 9): 9 2 1.  

1 8 2.  M e e h a n T F, C o nt e N, W e st D B, et al. Di s e a s e m o d el di s c o v er y fr o m 3, 3 2 8 g e n e k n o c k o ut s b y 

T h e I nt er n ati o n al M o u s e P h e n ot y pi n g C o n s orti u m. N at ur e g e n eti c s . 2 0 1 7; 4 9( 8): 1 2 3 1-1 2 3 8.  

1 8 3.  M u ñ o z -F u e nt e s V, C a c h eir o P, M e e h a n T F, et al. T h e I nt er n ati o n al M o u s e P h e n ot y pi n g 

C o n s orti u m (I M P C): a f u n cti o n al c at al o g u e of t h e m a m m ali a n g e n o m e t h at i nf or m s c o n s er v ati o n. 

C o n s er v ati o n G e n eti c s . 2 0 1 8; 1 9( 4): 9 9 5-1 0 0 5.  

1 8 4.  C a c h eir o P, H a e n d el M A, S m e dl e y D, et al. N e w m o d el s f or h u m a n di s e a s e fr o m t h e I nt er n ati o n al 

M o u s e P h e n ot y pi n g C o n s orti u m. M a m m ali a n G e n o m e . 2 0 1 9/ 0 6/ 0 1 2 0 1 9; 3 0( 5): 1 4 3-1 5 0. 

d oi: 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 3 3 5 -0 1 9 -0 9 8 0 4 -5  

1 8 5.  B o wl M R, Si m o n M M, I n g h a m N J, et al. A l ar g e s c al e h e ari n g l o s s s cr e e n r e v e al s a n e xt e n si v e 

u n e x pl or e d g e n eti c l a n d s c a p e f or a u dit or y d y sf u n cti o n. N at ur e C o m m u ni c ati o n s . 2 0 1 7/ 1 0/ 1 2 

2 0 1 7; 8( 1): 8 8 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7 -0 1 7 -0 0 5 9 5 -4  
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1 8 6.  R o z m a n J, R at h k ol b B, O e st er ei c h er M A, et al. I d e ntifi c ati o n of g e n eti c el e m e nt s i n m et a b oli s m 

b y hi g h -t hr o u g h p ut m o u s e p h e n ot y pi n g. N at ur e c o m m u ni c ati o n s . 2 0 1 8; 9( 1): 1-1 6.  

1 8 7.  M o or e B A, L e o n ar d B C, S e b b a g L, et al. I d e ntifi c ati o n of g e n e s r e q uir e d f or e y e d e v el o p m e nt b y 

hi g h -t hr o u g h p ut s cr e e ni n g of m o u s e k n o c k o ut s. C o m m u ni c ati o n s bi ol o g y . 2 0 1 8; 1( 1): 1-1 2.  

1 8 8.  Gr u b er C, B o g u n o vi c D. I n c o m pl et e p e n etr a n c e i n pri m ar y i m m u n o d efi ci e n c y: a s k el et o n i n t h e 

cl o s et. H u m G e n et . 2 0 2 0; 1 3 9( 6): 7 4 5-7 5 7.  

1 8 9.  C a st el S E, C er v er a A, M o h a m m a di P, et al. M o difi e d p e n etr a n c e of c o di n g v ari a nt s b y ci s -

r e g ul at or y v ari ati o n c o ntri b ut e s t o di s e a s e ri s k. N at G e n et . S e p 2 0 1 8; 5 0( 9): 1 3 2 7-1 3 3 4. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 8 -0 1 8 -0 1 9 2 -y  

1 9 0.  H a si n Y, S el di n M, L u si s A. M ulti -o mi c s a p pr o a c h e s t o di s e a s e. G e n o m e Bi ol o g y . 2 0 1 7/ 0 5/ 0 5 

2 0 1 7; 1 8( 1): 8 3. d oi: 1 0. 1 1 8 6/ s 1 3 0 5 9 -0 1 7 -1 2 1 5 -1  

1 9 1.  Str a n g er B E, Bri g h a m L E, H a s z R, et al. E n h a n ci n g G T E x b y bri d gi n g t h e g a p s b et w e e n 

g e n ot y p e, g e n e e x pr e s si o n, a n d di s e a s e T h e e G T E x Pr oj e ct. N at ur e g e n eti c s . 2 0 1 7; 4 9( 1 2): 1 6 6 4.  

1 9 2.  G T E x C o n s orti u m. T h e G T E x C o n s orti u m atl a s of g e n eti c r e g ul at or y eff e ct s a cr o s s h u m a n 

ti s s u e s. S ci e n c e . 2 0 2 0; 3 6 9( 6 5 0 9): 1 3 1 8-1 3 3 0.  

1 9 3.  Kr e m er L S, B a d er D M, M ert e s C, et al. G e n eti c di a g n o si s of M e n d eli a n di s or d er s vi a R N A 

s e q u e n ci n g. N at ur e c o m m u ni c ati o n s . 2 0 1 7; 8( 1): 1-1 1.  

1 9 4.  C u m mi n g s B B, M ar s h all J L, T u ki ai n e n T, et al. I m pr o vi n g g e n eti c di a g n o si s i n M e n d eli a n di s e a s e 

wit h tr a n s cri pt o m e s e q u e n ci n g. S ci e n c e tr a n sl ati o n al m e di ci n e . 2 0 1 7; 9( 3 8 6) 

1 9 5.  Br e c ht m a n n F, M ert e s C, M at u s e vi či ūt ė A, et al. O U T RI D E R: A St ati sti c al M et h o d f or D et e cti n g 

A b err a ntl y E x pr e s s e d G e n e s i n R N A S e q u e n ci n g D at a. A m J H u m G e n et . D e c 6 2 0 1 8; 1 0 3( 6): 9 0 7-9 1 7. 

d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. aj h g. 2 0 1 8. 1 0. 0 2 5  

1 9 6.  Gr e e n C J, G a z z ar a M R, B ar a s h Y. M A JI Q -S P E L: w e b -t o ol t o i nt err o g at e cl a s si c al a n d c o m pl e x 

s pli ci n g v ari ati o n s fr o m R N A -S e q d at a. Bi oi nf or m ati c s . J a n 1 5 2 0 1 8; 3 4( 2): 3 0 0-3 0 2. 

d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati c s/ bt x 5 6 5  

1 9 7.  M ert e s C, S c h ell er I F, Y é p e z V A, et al. D et e cti o n of a b err a nt s pli ci n g e v e nt s i n R N A -s e q d at a 

u si n g F R A S E R. N at C o m m u n . J a n 2 2 2 0 2 1; 1 2( 1): 5 2 9. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7-0 2 0 -2 0 5 7 3 -7  

1 9 8.  D e el e n P, v a n D a m S, H er k ert J C, et al. I m pr o vi n g t h e di a g n o sti c yi el d of e x o m e -s e q u e n ci n g b y 

pr e di cti n g g e n e – p h e n ot y p e a s s o ci ati o n s u si n g l ar g e -s c al e g e n e e x pr e s si o n a n al y si s. N at ur e 

c o m m u ni c ati o n s . 2 0 1 9; 1 0( 1): 1-1 3.  

1 9 9.  Ai c h er J K, J e w ell P, V a q u er o -G ar ci a J, B ar a s h Y, B h oj E J. M a p pi n g R N A s pli ci n g v ari ati o n s i n 

cli ni c all y a c c e s si bl e a n d n o n a c c e s si bl e ti s s u e s t o f a cilit at e M e n d eli a n di s e a s e di a g n o si s u si n g R N A -s e q. 

G e n et M e d . J ul 2 0 2 0; 2 2( 7): 1 1 8 1-1 1 9 0. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 3 6 -0 2 0 -0 7 8 0 -y  

2 0 0.  R o wl a n d s C F, T a yl or A, Ri c e G, et al. M R S D: a n o v el q u a ntit ati v e a p pr o a c h f or a s s e s si n g 

s uit a bilit y of R N A -s e q i n t h e cli ni c al i n v e sti g ati o n of mi s -s pli ci n g i n M e n d eli a n di s e a s e. m e d R xi v . 

2 0 2 1: 2 0 2 1. 0 3. 1 9. 2 1 2 5 3 9 7 3. d oi: 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 1. 0 3. 1 9. 2 1 2 5 3 9 7 3  



El e a n or G. S e a b y  R ef er e n c e s   

P a g e 3 4 2  of 3 5 6  

 

2 0 1.  S att erl e e J S, C h a d wi c k L H, T y s o n F L, et al. T h e NI H c o m m o n f u n d/r o a d m a p e pi g e n o mi c s 

pr o gr a m: S u c c e s s e s of a c o m pr e h e n si v e c o n s orti u m. S ci e n c e a d v a n c e s . 2 0 1 9; 5( 7): e a a w 6 5 0 7.  

2 0 2.  B er n st ei n B E, St a m at o y a n n o p o ul o s J A, C o st ell o J F, et al. T h e NI H r o a d m a p e pi g e n o mi c s 

m a p pi n g c o n s orti u m. N at ur e bi ot e c h n ol o g y . 2 0 1 0; 2 8( 1 0): 1 0 4 5-1 0 4 8.  

2 0 3.  D u n h a m I, K u n d aj e A, Al dr e d S F, et al. A n i nt e gr at e d e n c y cl o p e di a of D N A el e m e nt s i n t h e 

h u m a n g e n o m e. N at ur e . 2 0 1 2/ 0 9/ 0 1 2 0 1 2; 4 8 9( 7 4 1 4): 5 7-7 4. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 1 1 2 4 7  

2 0 4.  Ar ef -E s h g hi E, B e n d E G, C ol ai a c o v o S, et al. Di a g n o sti c Utilit y of G e n o m e -wi d e D N A M et h yl ati o n 

T e sti n g i n G e n eti c all y U n s ol v e d I n di vi d u al s wit h S u s p e ct e d H er e dit ar y C o n diti o n s. A m eri c a n j o ur n al of 

h u m a n g e n eti c s . 2 0 1 9; 1 0 4( 4): 6 8 5-7 0 0. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. aj h g. 2 0 1 9. 0 3. 0 0 8  

2 0 5.  T uri n s k y A L, C h o uf a ni S, L u K, et al. E pi g e n C e ntr al: P ort al f or D N A m et h yl ati o n d at a a n al y si s a n d 

cl a s sifi c ati o n i n r ar e di s e a s e s. H u m a n M ut ati o n . 2 0 2 0; 4 1( 1 0): 1 7 2 2-1 7 3 3. 

d oi: htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ h u m u. 2 4 0 7 6  

2 0 6.  L a Cr oi x A J, St a bl e y D, S a hr a o ui R, et al. G G C R e p e at E x p a n si o n a n d E x o n 1 M et h yl ati o n of 

X Y L T 1 I s a C o m m o n P at h o g e ni c V ari a nt i n B ar at el a -S c ott S y n dr o m e. A m J H u m G e n et . 2 0 1 9 J a n 0 3 

2 0 1 9; 1 0 4( 1): 3 5 -4 4. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. aj h g. 2 0 1 8. 1 1. 0 0 5  

2 0 7.  B y cr oft C, Fr e e m a n C, P et k o v a D, et al. T h e U K Bi o b a n k r e s o ur c e wit h d e e p p h e n ot y pi n g a n d 

g e n o mi c d at a. N at ur e . 2 0 1 8; 5 6 2( 7 7 2 6): 2 0 3-2 0 9.  

2 0 8.  U nl u G, Qi X, G a m a z o n E R, et al. P h e n o m e -b a s e d a p pr o a c h i d e ntifi e s RI C 1 -li n k e d M e n d eli a n 

s y n dr o m e t hr o u g h z e br afi s h m o d el s, bi o b a n k a s s o ci ati o n s a n d cli ni c al st u di e s. N at M e d . J a n 

2 0 2 0; 2 6( 1): 9 8 -1 0 9. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 9 1 -0 1 9 -0 7 0 5 -y  

2 0 9.  Al m o nt a s hiri N A M, Z h a L, Y o u n g K, L a w T, K ell o g g M D, B o d a m er O A, P e a k e R W A. Cli ni c al 

V ali d ati o n of T ar g et e d a n d U nt ar g et e d M et a b ol o mi c s T e sti n g f or G e n eti c Di s or d er s: A 3 Y e ar 

C o m p ar ati v e St u d y. S ci R e p . J u n 1 0 2 0 2 0; 1 0( 1): 9 3 8 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 9 8-0 2 0 -6 6 4 0 1 -2  

2 1 0.  Gr a h a m E, L e e J, Pri c e M, et al. I nt e gr ati o n of g e n o mi c s a n d m et a b ol o mi c s f or pri oriti z ati o n of 

r ar e di s e a s e v ari a nt s: a 2 0 1 8 lit er at ur e r e vi e w. J I n h erit M et a b Di s . M a y 2 0 1 8; 4 1( 3): 4 3 5-4 4 5. 

d oi: 1 0. 1 0 0 7/ s 1 0 5 4 5 -0 1 8 -0 1 3 9 -6  

2 1 1.  Cl a u s s nit z er M, D a n k el S N, Ki m K -H, et al. F T O o b e sit y v ari a nt cir c uitr y a n d a di p o c yt e br o w ni n g 

i n h u m a n s. N e w E n gl a n d J o ur n al of M e di ci n e . 2 0 1 5; 3 7 3( 1 0): 8 9 5-9 0 7.  

2 1 2.  S a m o c h a K E, R o bi n s o n E B, S a n d er s S J, et al. A fr a m e w or k f or t h e i nt er pr et ati o n of d e n o v o 

m ut ati o n i n h u m a n di s e a s e. N at ur e G e n eti c s . 2 0 1 4/ 0 9/ 0 1 2 0 1 4; 4 6( 9): 9 4 4-9 5 0. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n g. 3 0 5 0  

2 1 3.  K o s mi c ki J A, S a m o c h a K E, H o wri g a n D P, et al. R efi ni n g t h e r ol e of d e n o v o pr ot ei n -tr u n c ati n g 

v ari a nt s i n n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er s b y u si n g p o p ul ati o n r ef er e n c e s a m pl e s. N at ur e g e n eti c s . 

2 0 1 7; 4 9( 4): 5 0 4.  

2 1 4.  C u m mi n g s B B, K ar c z e w s ki K J, K o s mi c ki J A, et al. Tr a n s cri pt e x pr e s si o n -a w ar e a n n ot ati o n 

i m pr o v e s r ar e v ari a nt i nt er pr et ati o n. N at ur e . 2 0 2 0/ 0 5/ 0 1 2 0 2 0; 5 8 1( 7 8 0 9): 4 5 2-4 5 8. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6 -

0 2 0 -2 3 2 9 -2  

https://doi.org/10.1002/humu.24076
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2 1 5.  P ér e z -P al m a E, Gr a m m M, N ür n b er g P, M a y P, L al D. Si m pl e Cli n V ar: a n i nt er a cti v e w e b s er v er 

t o e x pl or e a n d r etri e v e g e n e a n d di s e a s e v ari a nt s a g gr e g at e d i n Cli n V ar d at a b a s e. N u cl ei c A ci d s 

R e s e ar c h . 2 0 1 9; 4 7( W 1): W 9 9-W 1 0 5. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k z 4 1 1  

2 1 6.  H a y e c k T J, St o n g N, W ol o c k C J, C o p el a n d B, K a m al a k ar a n S, G ol d st ei n D B, All e n A S. I m pr o v e d 

P at h o g e ni c V ari a nt L o c ali z ati o n vi a a Hi er ar c hi c al M o d el of S u b -r e gi o n al I nt ol er a n c e. A m J H u m G e n et . 

F e b 7 2 0 1 9; 1 0 4( 2): 2 9 9 -3 0 9. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. aj h g. 2 0 1 8. 1 2. 0 2 0  

2 1 7.  P ér e z -P al m a E, M a y P, I q b al S, et al. I d e ntifi c ati o n of p at h o g e ni c v ari a nt e nri c h e d r e gi o n s a cr o s s 

g e n e s a n d g e n e f a mili e s. G e n o m e R e s . J a n 2 0 2 0; 3 0( 1): 6 2-7 1. d oi: 1 0. 1 1 0 1/ gr. 2 5 2 6 0 1. 1 1 9  

2 1 8.  A br a m o v s N, Br a s s A, T a s s a b e hji M. G e VI R i s a c o nti n u o u s g e n e -l e v el m etri c t h at u s e s v ari a nt 

di stri b uti o n p att er n s t o pri oriti z e di s e a s e c a n di d at e g e n e s. N at ur e G e n eti c s . 2 0 2 0/ 0 1/ 0 1 2 0 2 0; 5 2( 1): 3 5-

3 9. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 8 -0 1 9 -0 5 6 0 -2  

2 1 9.  T ur n er T N, D o u vill e C, Ki m D, St e n s o n P D, C o o p er D N, C h a kr a v arti A, K ar c hi n R. Pr ot ei n s li n k e d 

t o a ut o s o m al d o mi n a nt a n d a ut o s o m al r e c e s si v e di s or d er s h ar b or c h ar a ct eri sti c r ar e mi s s e n s e m ut ati o n 

di stri b uti o n p att er n s. H u m a n m ol e c ul ar g e n eti c s . 2 0 1 5; 2 4( 2 1): 5 9 9 5-6 0 0 2.  

2 2 0.  Or e n st ei n N, G ol d b er g -St er n H, Str a u s s b er g R, et al. A d e n o v o G A B R A 2 mi s s e n s e m ut ati o n i n 

s e v er e e arl y -o n s et e pil e pti c e n c e p h al o p at h y wit h a c h or eif or m m o v e m e nt di s or d er. E ur o p e a n J o ur n al of 

P a e di atri c N e ur ol o g y . 2 0 1 8; 2 2( 3): 5 1 6-5 2 4.  

2 2 1.  P o s e y J E, O’ D o n n ell -L uri a A H, C h o n g J X, et al. I n si g ht s i nt o g e n eti c s, h u m a n bi ol o g y a n d 

di s e a s e gl e a n e d fr o m f a mil y b a s e d g e n o mi c st u di e s. G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 1 9/ 0 4/ 0 1 2 0 1 9; 2 1( 4): 7 9 8-

8 1 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 3 6 -0 1 8 -0 4 0 8 -7  

2 2 2.  T h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct. P arli a m e nt ar y Offi c e of S ci e n c e a n d T e c h n ol o g y; 2 0 1 5.  

2 2 3.  K er e m B -s, R o m m e n s J M, B u c h a n a n J A, et al. I d e ntifi c ati o n of t h e c y sti c fi br o si s g e n e: g e n eti c 

a n al y si s. S ci e n c e . 1 9 8 9; 2 4 5( 4 9 2 2): 1 0 7 3-1 0 8 0.  

2 2 4.  R a m s e y B W, D a vi e s J, M c El v a n e y N G, et al. A C F T R p ot e nti at or i n p ati e nt s wit h c y sti c fi br o si s 

a n d t h e G 5 5 1 D m ut ati o n. N e w E n gl a n d J o ur n al of M e di ci n e . 2 0 1 1; 3 6 5( 1 8): 1 6 6 3-1 6 7 2.  

2 2 5.  F arr ell P M, R o c k M J, B a k er M W. T h e I m p a ct of t h e C F T R G e n e Di s c o v er y o n C y sti c Fi br o si s 

Di a g n o si s, C o u n s eli n g, a n d Pr e v e nti v e T h er a p y. G e n e s . 2 0 2 0; 1 1( 4): 4 0 1.  

2 2 6.  Ti m m s K M, W a g n er S, S a m u el s M E, et al. A m ut ati o n i n P C S K 9 c a u si n g a ut o s o m al -d o mi n a nt 

h y p er c h ol e st er ol e mi a i n a Ut a h p e di gr e e. H u m G e n et . 2 0 0 4/ 0 3/ 0 1 2 0 0 4; 1 1 4( 4): 3 4 9-3 5 3. 

d oi: 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 4 3 9 -0 0 3 -1 0 7 1 -9  

2 2 7.  K er ei a k e s D J, R o bi n s o n J G, C a n n o n C P, L or e n z at o C, P or d y R, C h a u d h ari U, C ol h o u n H M. 

Effi c a c y a n d s af et y of t h e pr o pr ot ei n c o n v ert a s e s u btili si n/ k e xi n t y p e 9 i n hi bit or alir o c u m a b a m o n g hi g h 

c ar di o v a s c ul ar ri s k p ati e nt s o n m a xi m all y t ol er at e d st ati n t h er a p y : t h e O D Y S S E Y C O M B O I st u d y. 

A m eri c a n h e art j o ur n al . 2 0 1 5; 1 6 9( 6): 9 0 6-9 1 5. e 1 3.  

2 2 8.  C a n n o n C P, C ari o u B, Bl o m D, et al. Effi c a c y a n d s af et y of alir o c u m a b i n hi g h c ar di o v a s c ul ar ri s k 

p ati e nt s wit h i n a d e q u at el y c o ntr oll e d h y p er c h ol e st er ol a e mi a o n m a xi m all y t ol er at e d d o s e s of st ati n s: t h e 

O D Y S S E Y C O M B O II r a n d o mi z e d c o ntr oll e d tri al. E ur o p e a n h e art j o ur n al . 2 0 1 5; 3 6( 1 9): 1 1 8 6-1 1 9 4.  
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2 2 9.  R ot h E M, T a s ki n e n M -R, Gi n s b er g H N, et al. M o n ot h er a p y wit h t h e P C S K 9 i n hi bit or alir o c u m a b 

v er s u s e z eti mi b e i n p ati e nt s wit h h y p er c h ol e st er ol e mi a: r e s ult s of a 2 4 w e e k, d o u bl e -bli n d, r a n d o mi z e d 

P h a s e 3 tri al. I nt er n ati o n al j o ur n al of c ar di ol o g y. 2 0 1 4; 1 7 6( 1): 5 5-6 1.  

2 3 0.  Bl o m D J, H al a T, B ol o g n e s e M, et al. A 5 2 -w e e k pl a c e b o -c o ntr oll e d tri al of e v ol o c u m a b i n 

h y p erli pi d e mi a. N E n gl J M e d . 2 0 1 4; 3 7 0: 1 8 0 9-1 8 1 9.  

2 3 1.  T ar ail o -Gr a o v a c M, S h yr C, R o s s C J, et al. E x o m e s e q u e n ci n g a n d t h e m a n a g e m e nt of 

n e ur o m et a b oli c di s or d er s. N e w E n gl a n d J o ur n al of M e di ci n e . 2 0 1 6; 3 7 4( 2 3): 2 2 4 6-2 2 5 5.  

2 3 2.  A n d er s o n M, Elli ott E J, Z ur y n s ki Y A. A u str ali a n f a mili e s li vi n g wit h r ar e di s e a s e: e x p eri e n c e s of 

di a g n o si s, h e alt h s er vi c e s u s e a n d n e e d s f or p s y c h o s o ci al s u p p ort. Or p h a n et j o ur n al of r ar e di s e a s e s . 

2 0 1 3; 8( 1): 2 2.  

2 3 3.  Z ur y n s ki Y, D e v er ell M, D al k eit h T, et al. A u str ali a n c hil dr e n li vi n g wit h r ar e di s e a s e s: e x p eri e n c e s 

of di a g n o si s a n d p er c ei v e d c o n s e q u e n c e s of di a g n o sti c d el a y s. Or p h a n et J o ur n al of R ar e Di s e a s e s . 

2 0 1 7; 1 2( 1): 6 8.  

2 3 4.  Li n g e n M, Al b er s L, B or c h er s M, et al. O bt ai ni n g a g e n eti c di a g n o si s i n a c hil d wit h di s a bilit y: 

i m p a ct o n p ar e nt al q u alit y of lif e. Cli ni c al g e n eti c s . 2 0 1 6; 8 9( 2): 2 5 8-2 6 6.  

2 3 5.  S e xt o n A, S a h h ar M, T h or b ur n D, M et c alf e S. I m p a ct of a g e n eti c di a g n o si s of a mit o c h o n dri al 

di s or d er 5 – 1 7 y e ar s aft er t h e d e at h of a n aff e ct e d c hil d. J o ur n al of g e n eti c c o u n s eli n g . 2 0 0 8; 1 7( 3): 2 6 1-

2 7 3.  

2 3 6.  W oj ci k M H, St e w art J E, W ai s br e n S E, Litt J S. D e v el o p m e nt al S u p p ort f or I nf a nt s Wit h G e n eti c 

Di s or d er s. P e di atri c s . 2 0 2 0; 1 4 5( 5) 

2 3 7.  T a n T Y, Dill o n O J, St ar k Z, et al. Di a g n o sti c i m p a ct a n d c o st -eff e cti v e n e s s of w h ol e -e x o m e 

s e q u e n ci n g f or a m b ul a nt c hil dr e n wit h s u s p e ct e d m o n o g e ni c c o n diti o n s. J A M A p e di atri c s . 

2 0 1 7; 1 7 1( 9): 8 5 5 -8 6 2.  

2 3 8.  Str a n d e N T, Ri g g s E R, B u c h a n a n A H, et al. E v al u ati n g t h e cli ni c al v ali dit y of g e n e -di s e a s e 

a s s o ci ati o n s: a n e vi d e n c e -b a s e d fr a m e w or k d e v el o p e d b y t h e cli ni c al g e n o m e r e s o ur c e. T h e A m eri c a n 

J o ur n al of H u m a n G e n eti c s . 2 0 1 7; 1 0 0( 6): 8 9 5-9 0 6.  

2 3 9.  B e a n L J H, F u n k e B, C arl st o n C M, et al. Di a g n o sti c g e n e s e q u e n ci n g p a n el s: fr o m d e si g n t o 

r e p ort-a t e c h ni c al st a n d ar d of t h e A m eri c a n C oll e g e of M e di c al G e n eti c s a n d G e n o mi c s ( A C M G). G e n et 

M e d . M ar 2 0 2 0; 2 2( 3): 4 5 3-4 6 1. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 3 6 -0 1 9 -0 6 6 6 -z  

2 4 0.  R e h d er C, B e a n L J H, Bi c k D, et al. N e xt -g e n er ati o n s e q u e n ci n g f or c o n stit uti o n al v ari a nt s i n t h e 

cli ni c al l a b or at or y, 2 0 2 1 r e vi si o n: a t e c h ni c al st a n d ar d of t h e A m eri c a n C oll e g e of M e di c al G e n eti c s a n d 

G e n o mi c s ( A C M G). G e n et M e d . A pr 2 9 2 0 2 1; d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 3 6-0 2 1 -0 1 1 3 9 -4  

2 4 1.  M n o o ki n S. O n e of a Ki n d. T h e N e w Y or k er 2 0 1 4.  

2 4 2.  Bir n e y E, V a m at h e v a n J, G o o d h a n d P. G e n o mi c s i n h e alt h c ar e: G A 4 G H l o o k s t o 2 0 2 2. bi o R xi v . 

2 0 1 7: 2 0 3 5 5 4. d oi: 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 3 5 5 4  
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2 4 3.  L u pi á ñ e z D G, Kr aft K, H ei nri c h V, et al. Di sr u pti o n s of t o p ol o gi c al c hr o m ati n d o m ai n s c a u s e 

p at h o g e ni c r e wiri n g of g e n e -e n h a n c er i nt er a cti o n s. C ell . M a y 2 1 2 0 1 5; 1 6 1( 5): 1 0 1 2-1 0 2 5. 

d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. c ell. 2 0 1 5. 0 4. 0 0 4  

2 4 4.  S m all K W, D e L u c a A P, W hit m or e S S, et al. N ort h C ar oli n a M a c ul ar D y str o p h y I s C a u s e d b y 

D y sr e g ul ati o n of t h e R eti n al Tr a n s cri pti o n F a ct or P R D M 1 3. O p ht h al m ol o g y . J a n 2 0 1 6; 1 2 3( 1): 9-1 8. 

d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. o p ht h a. 2 0 1 5. 1 0. 0 0 6  

2 4 5.  Gr e e n D J, L e n a s si E, M a n ni n g C S, et al. N ort h C ar oli n a m a c ul ar d y str o p h y: p h e n ot y pi c v ari a bilit y 

a n d c o m p ut ati o n al a n al y si s of di s e a s e -i m pli c at e d n o n-c o di n g v ari a nt s. m e d R xi v . 

2 0 2 1: 2 0 2 1. 0 3. 0 5. 2 1 2 5 2 9 7 5. d oi: 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 1. 0 3. 0 5. 2 1 2 5 2 9 7 5  

2 4 6.  M atr e y e k K A, St arit a L M, St e p h a n y J J, et al. M ulti pl e x a s s e s s m e nt of pr ot ei n v ari a nt a b u n d a n c e 

b y m a s si v el y p ar all el s e q u e n ci n g. N at ur e g e n eti c s . 2 0 1 8; 5 0( 6): 8 7 4-8 8 2.  

2 4 7.  J e p s e n M M, F o wl er D M, H art m a n n -P et er s e n R, St ei n A, Li n d orff -L ar s e n K. Cl a s sif yi n g di s e a s e -

a s s o ci at e d v ari a nt s u si n g m e a s ur e s of pr ot ei n a cti vit y a n d st a bilit y. Pr ot ei n H o m e o st a si s Di s e a s e s . 

El s e vi er; 2 0 2 0: 9 1 -1 0 7.  

2 4 8.  C olli n s F S, M or g a n M, P atri n o s A. T h e H u m a n G e n o m e Pr oj e ct: l e s s o n s fr o m l ar g e -s c al e bi ol o g y. 

S ci e n c e . 2 0 0 3; 3 0 0( 5 6 1 7): 2 8 6-2 9 0.  

2 4 9.  G u o Y, D ai Y, Y u H, Z h a o S, S a m u el s D C, S h yr Y. I m pr o v e m e nt s a n d i m p a ct s of G R C h 3 8 

h u m a n r ef er e n c e o n hi g h t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g d at a a n al y si s. G e n o mi c s . 2 0 1 7; 1 0 9( 2): 8 3-9 0.  

2 5 0.  S o br eir a N, S c hi ett e c att e F, V all e D, H a m o s h A. G e n e M at c h er: a m at c hi n g t o ol f or c o n n e cti n g 

i n v e sti g at or s wit h a n i nt er e st i n t h e s a m e g e n e. H u m M ut at . 2 0 1 5 O ct 2 0 1 5; 3 6( 1 0): 9 2 8-3 0. 

d oi: 1 0. 1 0 0 2/ h u m u. 2 2 8 4 4  

2 5 1.  Q ui nl a n A R, H all I M. B E D T o ol s: a fl e xi bl e s uit e of utiliti e s f or c o m p ari n g g e n o mi c f e at ur e s. 

Bi oi nf or m ati c s . 2 0 1 0; 2 6( 6): 8 4 1-8 4 2.  

2 5 2.  M c L ar e n W, Gil L, H u nt S E, et al. T h e e n s e m bl v ari a nt eff e ct pr e di ct or. G e n o m e bi ol o g y . 

2 0 1 6; 1 7( 1): 1 -1 4.  

2 5 3.  R o bi n s o n J T, T h or v al d s d óttir H, Wi n c kl er W, G utt m a n M, L a n d er E S, G et z G, M e sir o v J P. 

I nt e gr ati v e g e n o mi c s vi e w er. N at ur e Bi ot e c h n ol o g y . 2 0 1 1/ 0 1/ 0 1 2 0 1 1; 2 9( 1): 2 4-2 6. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n bt. 1 7 5 4  

2 5 4.  F a b er J, Ni e u w k o o p P D. N or m al t a bl e of X e n o p u s L a e vi s ( D a u di n): a s y st e m ati c al & 

c hr o n ol o gi c al s ur v e y of t h e d e v el o p m e nt fr o m t h e f ertili z e d e g g till t h e e n d of m et a m or p h o si s . G arl a n d 

S ci e n c e; 2 0 2 0.  

2 5 5.  M or e n o -M at e o s M A, V ej n ar C E, B e a u d oi n J -D, F er n a n d e z J P, Mi s E K, K h o k h a M K, Gir al d e z A J. 

C RI S P R s c a n: d e si g ni n g hi g hl y effi ci e nt s g R N A s f or C RI S P R -C a s 9 t ar g eti n g i n vi v o. N at ur e m et h o d s . 

2 0 1 5; 1 2( 1 0): 9 8 2 -9 8 8.  

2 5 6.  S h e n M W, Ar b a b M, H s u J Y, et al. Pr e di ct a bl e a n d pr e ci s e t e m pl at e -fr e e C RI S P R e diti n g of 

p at h o g e ni c v ari a nt s. N at ur e . 2 0 1 8; 5 6 3( 7 7 3 3): 6 4 6-6 5 1.  

2 5 7.  N a k a y a m a T, Blit z I L, Fi s h M B, O d el e y e A O, M a n o h ar S, C h o K W, Gr ai n g er R M. C a s 9 -b a s e d 

g e n o m e e diti n g i n X e n o p u s tr o pi c ali s. M et h o d s i n e n z y m ol o g y . El s e vi er; 2 0 1 4: 3 5 5-3 7 5.  
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2 5 8.  U nt er g a s s er A, C ut c ut a c h e I, K or e s s a ar T, Y e J, F air cl ot h B C, R e m m M, R o z e n S G. Pri m er 3 —

n e w c a p a biliti e s a n d i nt erf a c e s. N u cl ei c a ci d s r e s e ar c h . 2 0 1 2; 4 0( 1 5): e 1 1 5-e 1 1 5.  

2 5 9.  S a m br o o k J, Frit s c h E F, M a ni ati s T. M ol e c ul ar cl o ni n g: a l a b or at or y m a n u al . C ol d s pri n g h ar b or 

l a b or at or y pr e s s; 1 9 8 9. 

2 6 0.  G uill e M. M ol e c ul ar M et h o d s i n D e v el o p m e nt al Bi ol o g y . S pri n g er; 1 9 9 9. 

2 6 1.  I s m ail V, Z a c h ari a s s e n L G, G o d wi n A, et al. I d e ntifi c ati o n a n d f u n cti o n al e v al u ati o n of G RI A 1 

mi s s e n s e a n d tr u n c ati o n v ari a nt s i n i n di vi d u al s wit h I D: A n e m er gi n g n e ur o d e v el o p m e nt al s y n dr o m e. A m 

J H u m G e n et . J ul 7 2 0 2 2; 1 0 9( 7): 1 2 1 7-1 2 4 1. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. aj h g. 2 0 2 2. 0 5. 0 0 9  

2 6 2.  Cl e al M, F o nt a n a B D, R a n s o n D C, M c Bri d e S D, S wi n n y J D, R e d h e a d E S, P ar k er M O. T h e Fr e e -

m o v e m e nt p att er n Y -m a z e: A cr o s s -s p e ci e s m e a s ur e of w or ki n g m e m or y a n d e x e c uti v e f u n cti o n. B e h a v 

R e s M et h o d s . A pr 2 0 2 1; 5 3( 2): 5 3 6-5 5 7. d oi: 1 0. 3 7 5 8/ s 1 3 4 2 8 -0 2 0 -0 1 4 5 2 -x  

2 6 3.  H a n d R, P oll e u x F. N e ur o g e ni n 2 r e g ul at e s t h e i niti al a x o n g ui d a n c e of c orti c al p yr a mi d al n e ur o n s 

pr oj e cti n g m e di all y t o t h e c or p u s c all o s u m. N e ur al d e v el o p m e nt . 2 0 1 1; 6( 1): 1-1 6.  

2 6 4.  C o ur c h et J, L e wi s T L, L e e S, C o ur c h et V, Li o u D -Y, Ai z a w a S, P oll e u x F. T er mi n al a x o n 

br a n c hi n g i s r e g ul at e d b y t h e L K B 1 -N U A K 1 ki n a s e p at h w a y vi a pr e s y n a pti c mit o c h o n dri al c a pt ur e. C ell . 

2 0 1 3; 1 5 3( 7): 1 5 1 0 -1 5 2 5.  

2 6 5.  P oll e u x F, G h o s h A. T h e Sli c e O v erl a y A s s a y: A V er s atil e T o ol t o St u d y t h e I nfl u e n c e of 

E xtr a c ell ul ar Si g n al s o n N e ur o n al D e v el o p m e nt. S ci e n c e' s S T K E . 2 0 0 2; 2 0 0 2( 1 3 6): pl 9-pl 9. 

d oi: d oi: 1 0. 1 1 2 6/ st k e. 2 0 0 2. 1 3 6. pl 9  

2 6 6.  M e y er -Dil h et G, C o ur c h et J. I n ut er o c orti c al el e ctr o p or ati o n of pl a s mi d s i n t h e m o u s e e m br y o. 

S T A R pr ot o c ol s . 2 0 2 0; 1( 1): 1 0 0 0 2 7.  

2 6 7.  H a n d R, B ort o n e D, M att ar P, et al. P h o s p h or yl ati o n of N e ur o g e ni n 2 S p e cifi e s t h e Mi gr ati o n 

Pr o p erti e s a n d t h e D e n driti c M or p h ol o g y of P yr a mi d al N e ur o n s i n t h e N e o c ort e x. N e ur o n . 2 0 0 5/ 1 0/ 0 6/ 

2 0 0 5; 4 8( 1): 4 5 -6 2. d oi: htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. n e ur o n. 2 0 0 5. 0 8. 0 3 2  

2 6 8.  D ar d e n n e E, P ol a y E s pi n o z a M, F att et L, et al. R N A h eli c a s e s D D X 5 a n d D D X 1 7 d y n a mi c all y 

or c h e str at e tr a n s cri pti o n, mi R N A, a n d s pli ci n g pr o gr a m s i n c ell diff er e nti ati o n. C ell R e p . J u n 2 6 

2 0 1 4; 7( 6): 1 9 0 0 -1 3. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. c elr e p. 2 0 1 4. 0 5. 0 1 0  

2 6 9.  T err o n e S, V al at J, F o ntr o d o n a N, et al. R N A h eli c a s e -d e p e n d e nt g e n e l o o pi n g i m p a ct s 

m e s s e n g er R N A pr o c e s si n g. N u cl ei c A ci d s R e s . S e p 9 2 0 2 2; 5 0( 1 6): 9 2 2 6-9 2 4 6. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k a c 7 1 7  

2 7 0.  C h e n S, Z h o u Y, C h e n Y, G u J. f a st p: a n ultr a -f a st all-i n-o n e F A S T Q pr e pr o c e s s or. 

Bi oi nf or m ati c s . S e p 1 2 0 1 8; 3 4( 1 7):i 8 8 4-i 8 9 0. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati c s/ bt y 5 6 0 

2 7 1.  Ki m D, P a g gi J M, P ar k C, B e n n ett C, S al z b er g S L. Gr a p h -b a s e d g e n o m e ali g n m e nt a n d 

g e n ot y pi n g wit h HI S A T 2 a n d HI S A T -g e n ot y p e. N at Bi ot e c h n ol . A u g 2 0 1 9; 3 7( 8): 9 0 7-9 1 5. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 7 -0 1 9 -0 2 0 1 -4  

2 7 2.  D a n e c e k P, B o nfi el d J K, Li d dl e J, et al. T w el v e y e ar s of S A Mt o ol s a n d B C Ft o ol s. Gi g a s ci e n c e . 

F e b 1 6 2 0 2 1; 1 0( 2) d oi: 1 0. 1 0 9 3/ gi g a s ci e n c e/ gi a b 0 0 8  

https://doi.org/10.1016/j.neuron.2005.08.032
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2 7 3.  A n d er s S, P yl P T, H u b er W. H T S e q --a P yt h o n fr a m e w or k t o w or k wit h hi g h -t hr o u g h p ut 

s e q u e n ci n g d at a. Bi oi nf or m ati c s . J a n 1 5 2 0 1 5; 3 1( 2): 1 6 6-9. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati c s/ bt u 6 3 8  

2 7 4.  L o v e MI, H u b er W, A n d er s S. M o d er at e d e sti m ati o n of f ol d c h a n g e a n d di s p er si o n f or R N A -s e q 

d at a wit h D E S e q 2. G e n o m e Bi ol . 2 0 1 4; 1 5( 1 2): 5 5 0. d oi: 1 0. 1 1 8 6/ s 1 3 0 5 9-0 1 4 -0 5 5 0 -8  

2 7 5.  G e S X, J u n g D, Y a o R. S hi n y G O: a gr a p hi c al g e n e -s et e nri c h m e nt t o ol f or a ni m al s a n d pl a nt s. 

Bi oi nf or m ati c s . A pr 1 5 2 0 2 0; 3 6( 8): 2 6 2 8-2 6 2 9. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ bi oi nf or m ati c s/ bt z 9 3 1  

2 7 6.  Ri c h ar d s S, A zi z N, B al e S, et al. St a n d ar d s a n d g ui d eli n e s f or t h e i nt er pr et ati o n of s e q u e n c e 

v ari a nt s: a j oi nt c o n s e n s u s r e c o m m e n d ati o n of t h e A m eri c a n C oll e g e of M e di c al G e n eti c s a n d G e n o mi c s 

a n d t h e A s s o ci ati o n f or M ol e c ul ar P at h ol o g y. G e n eti c s i n M e di ci n e . 0 5/ 2 0 1 5 2 0 1 5; 1 7( 5): 4 0 5-4 2 4. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/ gi m. 2 0 1 5. 3 0  

2 7 7.  Str a n d e N T, Br ni c h S E, R o m a n T S, B er g J S. N a vi g ati n g t h e n u a n c e s of cli ni c al s e q u e n c e v ari a nt 

i nt er pr et ati o n i n M e n d eli a n di s e a s e. G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 1 8/ 0 9/ 0 1/ 2 0 1 8; 2 0( 9): 9 1 8-9 2 6. 

d oi: htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 3 6 -0 1 8 -0 1 0 0 -y  

2 7 8.  Z e arf o s s N R, R y d er S P. E n d -l a b eli n g oli g o n u cl e oti d e s wit h c h e mi c al t a g s aft er s y nt h e si s. 

R e c o m bi n a nt a n d i n vitr o R N A s y nt h e si s: m et h o d s a n d pr ot o c ol s . 2 0 1 2: 1 8 1-1 9 3.  

2 7 9.  M a o C, Fl a vi n K G, W a n g S, D o d s o n R, R o s s J, S h a pir o D J. A n al y si s of R N A – pr ot ei n i nt er a cti o n s 

b y a mi cr o pl at e -b a s e d fl u or e s c e n c e a ni s otr o p y a s s a y. A n al yti c al bi o c h e mi str y . 2 0 0 6; 3 5 0( 2): 2 2 2-2 3 2.  

2 8 0.  G u d m u n d s s o n S, K ar c z e w s ki K J, Fr a n ci oli L C, et al. A d d e n d u m: T h e m ut ati o n al c o n str ai nt 

s p e ctr u m q u a ntifi e d fr o m v ari ati o n i n 1 4 1, 4 5 6 h u m a n s. N at ur e . 2 0 2 1: 1-2.  

2 8 1.  Ri g g s E R, N el s o n T, M er z A, et al. C o p y n u m b er v ari a nt di s cr e p a n c y r e s ol uti o n u si n g t h e 

Cli n G e n d o s a g e s e n siti vit y m a p r e s ult s i n u p d at e d cli ni c al i nt er pr et ati o n s i n Cli n V ar. H u m a n m ut ati o n . 

2 0 1 8; 3 9( 1 1): 1 6 5 0 -1 6 5 9.  

2 8 2.  Li n M F, J u n gr ei s I, K elli s M. P h yl o C S F: a c o m p ar ati v e g e n o mi c s m et h o d t o di sti n g ui s h pr ot ei n 

c o di n g a n d n o n -c o di n g r e gi o n s. Bi oi nf or m ati c s . 2 0 1 1; 2 7( 1 3):i 2 7 5-i 2 8 2.  

2 8 3.  K e nt W J, S u g n et C W, F ur e y T S, R o s ki n K M, Pri n gl e T H, Z a hl er A M, H a u s sl er D. T h e h u m a n 

g e n o m e br o w s er at U C S C. G e n o m e r e s e ar c h . 2 0 0 2; 1 2( 6): 9 9 6-1 0 0 6.  

2 8 4.  Si n g er -B er k M, G u d m u n d s s o n S, B a xt er S, et al. A d v a n c e d v ari a nt cl a s sifi c ati o n fr a m e w or k 

r e d u c e s t h e f al s e p o siti v e r at e of pr e di ct e d l o s s of f u n cti o n ( p L o F) v ari a nt s i n p o p ul ati o n s e q u e n ci n g d at a. 

m e d R xi v . 2 0 2 3: 2 0 2 3. 0 3. 0 8. 2 3 2 8 6 9 5 5. d oi: 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 3. 0 3. 0 8. 2 3 2 8 6 9 5 5 

2 8 5.  S e a b y E G, B u n y a n D J, E n ni s S, Gil b ert R D. S p or a di c, i s ol at e d F a n c o ni s y n dr o m e d u e t o a 

m ut ati o n of E H H A D H: a c a s e r e p ort. J o ur n al of Cli ni c al N e p hr ol o g y a n d R e n al C ar e . 2 0 1 7; 3( 2) 

2 8 6.  Br u n et T, B er utti R, Dill V, et al. Cl o n al h e m at o p oi e si s a s a pitf all i n g er mli n e v ari a nt i nt er pr et ati o n 

i n t h e c o nt e xt of M e n d eli a n di s or d er s. H u m a n M ol e c ul ar G e n eti c s . 2 0 2 2; 3 1( 1 4): 2 3 8 6-2 3 9 5. 

d oi: 1 0. 1 0 9 3/ h m g/ d d a c 0 3 4  

2 8 7.  Pi c h O, R e y e s -S al a z ar I, G o n z al e z -P er e z A, L o p e z -Bi g a s N. Di s c o v eri n g t h e dri v er s of cl o n al 

h e m at o p oi e si s. N at ur e C o m m u ni c ati o n s . 2 0 2 2; 1 3( 1): 4 2 6 7.  

https://doi.org/10.1038/s41436-018-0100-y
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2 8 8.  J a n s s e n B D, v a n d e n B o o g a ar d M J H, Li c ht e n b elt K, et al. D e n o v o p ut ati v e l o s s ‐of ‐f u n cti o n 

v ari a nt s i n T A F 4 ar e a s s o ci at e d wit h a n e ur o ‐d e v el o p m e nt al di s or d er. H u m a n M ut ati o n . 

2 0 2 2; 4 3( 1 2): 1 8 4 4 -1 8 5 1.  

2 8 9.  C h o n g J X, B u c ki n g h a m K J, J h a n gi a ni S N, et al. T h e G e n eti c B a si s of M e n d eli a n P h e n ot y p e s: 

Di s c o v eri e s, C h all e n g e s, a n d O p p ort u niti e s. A m J H u m G e n et . 2 0 1 5 A u g 0 6 2 0 1 5; 9 7( 2): 1 9 9-2 1 5. 

d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. aj h g. 2 0 1 5. 0 6. 0 0 9  

2 9 0.  K a pl a ni s J, S a m o c h a K E, Wi el L, et al. E vi d e n c e f or 2 8 g e n eti c di s or d er s di s c o v er e d b y 

c o m bi ni n g h e alt h c ar e a n d r e s e ar c h d at a. N at ur e . 2 0 2 0/ 1 0/ 0 1 2 0 2 0; 5 8 6( 7 8 3 1): 7 5 7-7 6 2. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6 -0 2 0 -2 8 3 2 -5  

2 9 1.  Li H, H a n d s a k er B, W y s o k er A, et al. T h e s e q u e n c e ali g n m e nt/ m a p f or m at a n d S A Mt o ol s. 

Bi oi nf or m ati c s . 2 0 0 9; 2 5( 1 6): 2 0 7 8-2 0 7 9.  

2 9 2.  A b o u T a y o u n A N, P e s ar a n T, Di St ef a n o M T, et al. R e c o m m e n d ati o n s f or i nt er pr eti n g t h e l o s s of 

f u n cti o n P V S 1 A C M G/ A M P v ari a nt crit eri o n. H u m a n m ut ati o n . 2 0 1 8; 3 9( 1 1): 1 5 1 7-1 5 2 4. 

d oi: 1 0. 1 0 0 2/ h u m u. 2 3 6 2 6  

2 9 3.  Li u P, M e n g L, N or m a n d E A, et al. R e a n al y si s of cli ni c al e x o m e s e q u e n ci n g d at a. N e w E n gl a n d 

J o ur n al of M e di ci n e . 2 0 1 9; 3 8 0( 2 5): 2 4 7 8-2 4 8 0.  

2 9 4.  S e a b y E G, B ar all e D, R e h m H L, O’ D o n n ell -L uri a A, E n ni s S. R e s p o n s e t o R a m o s et al. G e n eti c s 

i n M e di ci n e. 2 0 2 2; 2 4( 1 2): 2 5 9 3-2 5 9 4.  

2 9 5.  Wilf ert A B, S ul o v ari A, T ur n er T N, C o e B P, Ei c hl er E E. R e c urr e nt d e n o v o m ut ati o n s i n 

n e ur o d e v el o p m e nt al di s or d er s: pr o p erti e s a n d cli ni c al i m pli c ati o n s. G e n o m e M e di ci n e . 2 0 1 7/ 1 1/ 2 7 

2 0 1 7; 9( 1): 1 0 1. d oi: 1 0. 1 1 8 6/ s 1 3 0 7 3 -0 1 7 -0 4 9 8 -x  

2 9 6.  Z h a n g X, W a k eli n g M, W ar e J, W hiffi n N. A n n ot ati n g hi g h -i m p a ct 5′ u ntr a n sl at e d r e gi o n v ari a nt s 

wit h t h e U T R a n n ot at or. Bi oi nf or m ati c s . 2 0 2 1; 3 7( 8): 1 1 7 1-1 1 7 3.  

2 9 7.  S c h at z M C, P hili p p a ki s A A, Af g a n E, et al. I n v erti n g t h e m o d el of g e n o mi c s d at a s h ari n g wit h t h e 

N H G RI G e n o mi c D at a S ci e n c e A n al y si s, Vi s u ali z ati o n, a n d I nf or m ati c s L a b -s p a c e ( A n VI L). bi o R xi v . 2 0 2 1; 

2 9 8.  B o ur g e oi s C F, M ortr e u x F, A u b o e uf D. T h e m ulti pl e f u n cti o n s of R N A h eli c a s e s a s dri v er s a n d 

r e g ul at or s of g e n e e x pr e s si o n. N at R e v M ol C ell Bi ol . J ul 2 0 1 6; 1 7( 7): 4 2 6-3 8. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ nr m. 2 0 1 6. 5 0  

2 9 9.  B o h n s a c k K E, Yi S, V e n u s S, J a n k o w s k y E, B o h n s a c k M T. C ell ul ar f u n cti o n s of e u k ar y oti c R N A 

h eli c a s e s a n d t h eir li n k s t o h u m a n di s e a s e s. N at R e v M ol C ell Bi ol . J ul 2 0 2 0 2 3; d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 0-0 2 3 -

0 0 6 2 8 -5  

3 0 0.  Xi n g Z, M a W K, Tr a n E J. T h e D D X 5/ D b p 2 s u bf a mil y of D E A D -b o x R N A h eli c a s e s. Wil e y 

I nt er di s ci p R e v R N A. M ar 2 0 1 9; 1 0( 2): e 1 5 1 9. d oi: 1 0. 1 0 0 2/ wr n a. 1 5 1 9 

3 0 1.  Gir a u d G, T err o n e S, B o ur g e oi s C F. F u n cti o n s of D E A D b o x R N A h eli c a s e s D D X 5 a n d D D X 1 7 i n 

c hr o m ati n or g a ni z ati o n a n d tr a n s cri pti o n al r e g ul ati o n. B M B R e p . D e c 2 0 1 8; 5 1( 1 2): 6 1 3-6 2 2. 

d oi: 1 0. 5 4 8 3/ B M B R e p. 2 0 1 8. 5 1. 1 2. 2 3 4  
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3 0 2.  F ull er -P a c e F V. T h e D E A D b o x pr ot ei n s D D X 5 ( p 6 8) a n d D D X 1 7 ( p 7 2): m ulti -t a s ki n g 

tr a n s cri pti o n al r e g ul at or s. Bi o c hi m Bi o p h y s A ct a . A u g 2 0 1 3; 1 8 2 9( 8): 7 5 6-6 3. 

d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. b b a gr m. 2 0 1 3. 0 3. 0 0 4  

3 0 3.  L a m b ert M -P, T err o n e S, Gir a u d G, et al. T h e R N A h eli c a s e D D X 1 7 c o ntr ol s t h e tr a n s cri pti o n al 

a cti vit y of R E S T a n d t h e e x pr e s si o n of pr o n e ur al mi cr o R N A s i n n e ur o n al diff er e nti ati o n. N u cl ei c a ci d s 

r e s e ar c h. 2 0 1 8; 4 6( 1 5): 7 6 8 6-7 7 0 0.  

3 0 4.  S ut h a p ot P, Xi a o T, F el s e nf el d G, H o n g e n g S, W o n gtr a k o o n g at e P. T h e R N A h eli c a s e s D D X 5 

a n d D D X 1 7 f a cilit at e n e ur al diff er e nti ati o n of h u m a n pl uri p ot e nt st e m c ell s N T E R A 2. Lif e S ci e n c e s . 

2 0 2 2; 2 9 1: 1 2 0 2 9 8.  

3 0 5.  S e a b y E G, T h o m a s N S, W e b b A, et al. T ar g eti n g d e n o v o l o s s -of -f u n cti o n v ari a nt s i n c o n str ai n e d 

di s e a s e g e n e s i m pr o v e s di a g n o sti c r at e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct. H u m a n G e n eti c s . 

2 0 2 3; 1 4 2( 3): 3 5 1 -3 6 2.  

3 0 6.  S e a b y E G, S m e dl e y D, T a v ar e s A L T, et al. A g e n e -t o-p ati e nt a p pr o a c h u plift s n o v el di s e a s e g e n e 

di s c o v er y a n d i d e ntifi e s 1 8 p ut ati v e n o v el di s e a s e g e n e s. G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 2 2; 2 4( 8): 1 6 9 7-1 7 0 7.  

3 0 7.  S o br eir a N, S c hi ett e c att e F, V all e D, H a m o s h A. G e n e M at c h er: a m at c hi n g t o ol f or c o n n e cti n g 

i n v e sti g at or s wit h a n i nt er e st i n t h e s a m e g e n e. H u m a n m ut ati o n . 2 0 1 5; 3 6( 1 0): 9 2 8-9 3 0.  

3 0 8.  N a k a y a m a T, Fi s h M B, Fi s h er M, O o m e n -H aj a g o s J, T h o m s e n G H, Gr ai n g er R M. Si m pl e a n d 

effi ci e nt C RI S P R/ C a s 9 -m e di at e d t ar g et e d m ut a g e n e si s i n X e n o p u s tr o pi c ali s. G e n e si s . D e c 

2 0 1 3; 5 1( 1 2): 8 3 5 -4 3. d oi: 1 0. 1 0 0 2/ d v g. 2 2 7 2 0  

3 0 9.  P a nt hi S, C h a p m a n P A, S z y s z k a P, B e c k C W. C h ar a ct eri s ati o n a n d a ut o m at e d q u a ntifi c ati o n of 

i n d u c e d s ei z ur e-r el at e d b e h a vi o ur s i n X e n o p u s l a e vi s t a d p ol e s. J N e ur o c h e m . M a y 2 

2 0 2 3; d oi: 1 0. 1 1 1 1/j n c. 1 5 8 3 6  

3 1 0.  H e w a p at hir a n e D S, H a a s K. T h e Al bi n o X e n o p u s l a e vi s T a d p ol e a s a N o v el M o d el of 

D e v el o p m e nt al S ei z ur e s. A ni m al M o d el s of E pil e p s y: M et h o d s a n d I n n o v ati o n s . 2 0 0 9: 4 5-5 7.  

3 1 1.  F o nt a n a B D, Al n a s s ar N, P ar k er M O. T h e z e br afi s h ( D a ni o r eri o) a n xi et y t e st b att er y: c o m p ari s o n 

of b e h a vi or al r e s p o n s e s i n t h e n o v el t a n k di vi n g a n d li g ht -d ar k t a s k s f oll o wi n g e x p o s ur e t o a n xi o g e ni c a n d 

a n xi ol yti c c o m p o u n d s. P s y c h o p h ar m a c ol o g y ( B erl) . J a n 2 0 2 2; 2 3 9( 1): 2 8 7-2 9 6. d oi: 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 2 1 3 -0 2 1 -

0 5 9 9 0 -w  

3 1 2.  N g o T D, P arti n A C, N a m Y. R N A S p e cifi cit y a n d A ut or e g ul ati o n of D D X 1 7, a M o d ul at or of 

Mi cr o R N A Bi o g e n e si s. C ell R e p . D e c 1 7 2 0 1 9; 2 9( 1 2): 4 0 2 4-4 0 3 5. e 5. d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. c elr e p. 2 0 1 9. 1 1. 0 5 9  

3 1 3.  S o n g Q X, Li u N N, Li u Z X, Z h a n g Y Z, R et y S, H o u X M, Xi X G. N o n str u ct ur al N - a n d C -t ail s of 

D b p 2 c o nf er t h e pr ot ei n f ull h eli c a s e a cti viti e s. J Bi ol C h e m . M a y 2 0 2 3; 2 9 9( 5): 1 0 4 5 9 2. 

d oi: 1 0. 1 0 1 6/j.j b c. 2 0 2 3. 1 0 4 5 9 2  

3 1 4.  B a e k S T, K erj a n G, Bi el a s S L, L e e J E, F e n st er m a k er A G, N o v ari n o G, Gl e e s o n J G. Off -t ar g et 

eff e ct of d o u bl e c orti n f a mil y s h R N A o n n e ur o n al mi gr ati o n a s s o ci at e d wit h e n d o g e n o u s mi cr o R N A 

d y sr e g ul ati o n. N e ur o n . 2 0 1 4; 8 2( 6): 1 2 5 5-1 2 6 2.  
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3 1 5.  V ol v ert M -L, Pr e v ot P -P, Cl o s e P, et al. Mi cr o R N A t ar g eti n g of C o R E S T c o ntr ol s p ol ari z ati o n of 

mi gr ati n g c orti c al n e ur o n s. C ell r e p ort s . 2 0 1 4; 7( 4): 1 1 6 8-1 1 8 3.  

3 1 6.  D e R o b erti s E M, G ur d o n J B. A Bri ef Hi st or y of X e n o p u s i n Bi ol o g y. C ol d S pri n g H ar b Pr ot o c . D e c 

1 2 0 2 1; 2 0 2 1( 1 2) d oi: 1 0. 1 1 0 1/ p d b.t o p 1 0 7 6 1 5  

3 1 7.  K o sti u k V, K h o k h a M K. X e n o p u s a s a pl atf or m f or di s c o v er y of g e n e s r el e v a nt t o h u m a n di s e a s e. 

C urr T o p D e v Bi ol . 2 0 2 1; 1 4 5: 2 7 7-3 1 2. d oi: 1 0. 1 0 1 6/ b s. ct d b. 2 0 2 1. 0 3. 0 0 5  

3 1 8.  H ell st e n U, H arl a n d R M, Gil c hri st M J, et al. T h e g e n o m e of t h e W e st er n cl a w e d fr o g X e n o p u s 

tr o pi c ali s. S ci e n c e . A pr 3 0 2 0 1 0; 3 2 8( 5 9 7 8): 6 3 3-6. d oi: 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 1 1 8 3 6 7 0  

3 1 9.  Bl u m M, Ott T. X e n o p u s: A n U n d er v al u e d M o d el Or g a ni s m t o St u d y a n d M o d el H u m a n G e n eti c 

Di s e a s e. C ell s Ti s s u e s Or g a n s . 2 0 1 8; 2 0 5( 5-6): 3 0 3 -3 1 3. d oi: 1 0. 1 1 5 9/ 0 0 0 4 9 0 8 9 8  

3 2 0.  M a c k e n W L, G o d wi n A, W h e w a y G, et al. Bi all eli c v ari a nt s i n C O P B 1 c a u s e a n o v el, s e v er e 

i nt ell e ct u al di s a bilit y s y n dr o m e wit h c at ar a ct s a n d v ari a bl e mi cr o c e p h al y. G e n o m e M e d . F e b 2 5 

2 0 2 1; 1 3( 1): 3 4. d oi: 1 0. 1 1 8 6/ s 1 3 0 7 3 -0 2 1 -0 0 8 5 0 -w  

3 2 1.  R o uf M A, W e n L, M a h e n dr a Y, et al. T h e r e c e nt a d v a n c e s a n d f ut ur e p er s p e cti v e s of g e n eti c 

c o m p e n s ati o n st u di e s i n t h e z e br afi s h m o d el. G e n e s & Di s e a s e s . 2 0 2 3/ 0 3/ 0 1/ 2 0 2 3; 1 0( 2): 4 6 8-4 7 9. 

d oi: htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. g e n di s. 2 0 2 1. 1 2. 0 0 3  

3 2 2.  Di St ef a n o M T, G o e hri n g er S, B a b b L, et al. T h e G e n e C ur ati o n C o aliti o n: A gl o b al eff ort t o 

h ar m o ni z e g e n e -di s e a s e e vi d e n c e r e s o ur c e s. G e n et M e d . M a y 4 2 0 2 2; d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. gi m. 2 0 2 2. 0 4. 0 1 7 

3 2 3.  B o w e s J B, S n y d er K A, S e g er d ell E, et al. X e n b a s e: a X e n o p u s bi ol o g y a n d g e n o mi c s r e s o ur c e. 

N u cl ei c a ci d s r e s e ar c h . 2 0 0 7; 3 6( s u p pl _ 1): D 7 6 1-D 7 6 7.  

3 2 4.  Zi n n all U, Mil e k M, Mi ni a I, et al. H D L B P bi n d s E R -t ar g et e d m R N A s b y m ulti v al e nt i nt er a cti o n s t o 

pr o m ot e pr ot ei n s y nt h e si s of tr a n s m e m br a n e a n d s e cr et e d pr ot ei n s. N at ur e C o m m u ni c ati o n s . 2 0 2 2/ 0 5/ 1 8 

2 0 2 2; 1 3( 1): 2 7 2 7. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 6 7 -0 2 2 -3 0 3 2 2 -7  

3 2 5.  D a nil c hi k M V, Br o w n E E, Ri e g ert K. I ntri n si c c hir al pr o p erti e s of t h e X e n o p u s e g g c ort e x: a n e arl y 

i n di c at or of l eft-ri g ht a s y m m etr y ? 2 0 0 6; 

3 2 6.  R e h m H L. Ti m e t o m a k e r ar e di s e a s e di a g n o si s a c c e s si bl e t o all. N at ur e M e di ci n e . 2 0 2 2/ 0 2/ 0 1 

2 0 2 2; 2 8( 2): 2 4 1 -2 4 2. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 9 1 -0 2 1 -0 1 6 5 7 -3  

3 2 7.  G u d m u n d s s o n S, K ar c z e w s ki K J, Fr a n ci oli L C, et al. A d d e n d u m: T h e m ut ati o n al c o n str ai nt 

s p e ctr u m q u a ntifi e d fr o m v ari ati o n i n 1 4 1, 4 5 6 h u m a n s. N at ur e . 2 0 2 1/ 0 9/ 0 1 2 0 2 1; 5 9 7( 7 8 7 4): E 3-E 4. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6 -0 2 1 -0 3 7 5 8 -y  

3 2 8.  A m b er g er J S, B o c c hi ni C A, S c hi ett e c att e F, S c ott A F, H a m o s h A. O MI M. or g: O nli n e M e n d eli a n 

I n h erit a n c e i n M a n ( O MI M ®), a n o nli n e c at al o g of h u m a n g e n e s a n d g e n eti c di s or d er s. N u cl ei c a ci d s 

r e s e ar c h. 2 0 1 5; 4 3( D 1): D 7 8 9-D 7 9 8.  

3 2 9.  S e a b y E G, S m e dl e y D, T a yl or T a v ar e s A L, et al. A g e n e -t o-p ati e nt a p pr o a c h u plift s n o v el di s e a s e 

g e n e di s c o v er y a n d i d e ntifi e s 1 8 p ut ati v e n o v el di s e a s e g e n e s. G e n eti c s i n M e di ci n e . 

d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. gi m. 2 0 2 2. 0 4. 0 1 9  

https://doi.org/10.1016/j.gendis.2021.12.003
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3 3 0.  M or al e s J, P uj ar S, L o v el a n d J E, et al. A j oi nt N C BI a n d E M B L -E BI tr a n s cri pt s et f or cli ni c al 

g e n o mi c s a n d r e s e ar c h. N at ur e . 2 0 2 2: 1-6.  

3 3 1.  B u s h L W, B e c k A E, Bi e s e c k er L G, et al. Pr of e s si o n al r e s p o n si biliti e s r e g ar di n g t h e pr o vi si o n, 

p u bli c ati o n, a n d di s s e mi n ati o n of p ati e nt p h e n ot y p e s i n t h e c o nt e xt of cli ni c al g e n eti c a n d g e n o mi c 

t e sti n g: p oi nt s t o c o n si d er— a st at e m e nt of t h e A m eri c a n C oll e g e of M e di c al G e n eti c s a n d G e n o mi c s 

( A C M G). G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 1 8; 2 0( 2): 1 6 9-1 7 1.  

3 3 2.  Mill er D T, L e e K, C h u n g W K, et al. A C M G S F v 3. 0 li st f or r e p orti n g of s e c o n d ar y fi n di n g s i n 

cli ni c al e x o m e a n d g e n o m e s e q u e n ci n g: a p oli c y st at e m e nt of t h e A m eri c a n C oll e g e of M e di c al G e n eti c s 

a n d G e n o mi c s ( A C M G). G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 2 1/ 0 8/ 0 1 2 0 2 1; 2 3( 8): 1 3 8 1-1 3 9 0. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 4 3 6 -

0 2 1 -0 1 1 7 2 -3  

3 3 3.  A u sti n -T s e C A, J o b a n p utr a V, P err y D L, et al. B e st pr a cti c e s f or t h e i nt er pr et ati o n a n d r e p orti n g 

of cli ni c al w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g. N P J G e n o mi c M e di ci n e . 2 0 2 2; 7( 1): 1-1 3.  

3 3 4.  S a m o c h a K E, R o bi n s o n E B, S a n d er s S J, et al. A fr a m e w or k f or t h e i nt er pr et ati o n of d e n o v o 

m ut ati o n i n h u m a n di s e a s e. N at ur e g e n eti c s . 2 0 1 4; 4 6( 9): 9 4 4-9 5 0.  

3 3 5.  M c N all y E M, M e str o ni L. Dil at e d c ar di o m y o p at h y: g e n eti c d et er mi n a nt s a n d m e c h a ni s m s. 

Cir c ul ati o n r e s e ar c h . 2 0 1 7; 1 2 1( 7): 7 3 1-7 4 8.  

3 3 6.  M ari a n A J, Br a u n w al d E. H y p ertr o p hi c c ar di o m y o p at h y: g e n eti c s, p at h o g e n e si s, cli ni c al 

m a nif e st ati o n s, di a g n o si s, a n d t h er a p y. Cir c ul ati o n r e s e ar c h . 2 0 1 7; 1 2 1( 7): 7 4 9-7 7 0.  

3 3 7.  S a b at er ‐M oli n a M, P ér e z ‐S á n c h e z I, H er n á n d e z D el Ri n c ó n J, Gi m e n o J. G e n eti c s of 

h y p ertr o p hi c c ar di o m y o p at h y: A r e vi e w of c urr e nt st at e. Cli ni c al g e n eti c s . 2 0 1 8; 9 3( 1): 3-1 4.  

3 3 8.  A k ht ar M, Elli ott P. T h e g e n eti c s of h y p ertr o p hi c c ar di o m y o p at h y. Gl o b C ar di ol S ci Pr a ct . A u g 1 2 

2 0 1 8; 2 0 1 8( 3): 3 6. d oi: 1 0. 2 1 5 4 2/ g c s p. 2 0 1 8. 3 6  

3 3 9.  H er s h b er g er R E, J or d a n E. Dil at e d c ar di o m y o p at h y o v er vi e w. 2 0 2 2;  

3 4 0.  P u g h T J, K ell y M A, G o wri s a n k ar S, et al. T h e l a n d s c a p e of g e n eti c v ari ati o n i n dil at e d 

c ar di o m y o p at h y a s s ur v e y e d b y cli ni c al D N A s e q u e n ci n g. G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 1 4; 1 6( 8): 6 0 1-6 0 8.  

3 4 1.  S c h af er S, D e M ar v a o A, A d a mi E, et al. Titi n -tr u n c ati n g v ari a nt s aff e ct h e art f u n cti o n i n di s e a s e 

c o h ort s a n d t h e g e n er al p o p ul ati o n. N at ur e g e n eti c s . 2 0 1 7; 4 9( 1): 4 6-5 3.  

3 4 2.  S a nti a g o C F, H utt n er I G, F at ki n D. M e c h a ni s m s of T T N t v -r el at e d dil at e d c ar di o m y o p at h y: 

i n si g ht s fr o m z e br afi s h m o d el s. J o ur n al of C ar di o v a s c ul ar D e v el o p m e nt a n d Di s e a s e . 2 0 2 1; 8( 2): 1 0.  

3 4 3.  B a s s o C, C orr a d o D, M ar c u s FI, N a v a A, T hi e n e G. Arr h yt h m o g e ni c ri g ht v e ntri c ul ar 

c ar di o m y o p at h y. T h e L a n c et . 2 0 0 9; 3 7 3( 9 6 7 1): 1 2 8 9-1 3 0 0.  

3 4 4.  M ar c u s FI, E d s o n S, T o w bi n J A. G e n eti c s of arr h yt h m o g e ni c ri g ht v e ntri c ul ar c ar di o m y o p at h y: a 

pr a cti c al g ui d e f or p h y si ci a n s. J o ur n al of t h e A m eri c a n C oll e g e of C ar di ol o g y . 2 0 1 3; 6 1( 1 9): 1 9 4 5-1 9 4 8.  

3 4 5.  S E N ‐C H O W D H R Y S, S yrri s P, M c K e n n a W J. G e n eti c s of ri g ht v e ntri c ul ar c ar di o m y o p at h y. 

J o ur n al of c ar di o v a s c ul ar el e ctr o p h y si ol o g y . 2 0 0 5; 1 6( 8): 9 2 7-9 3 5.  

3 4 6.  Vi m al a n at h a n A K, E hl er E, G e h mli c h K. G e n eti c s of a n d p at h o g e ni c m e c h a ni s m s i n 

arr h yt h m o g e ni c ri g ht v e ntri c ul ar c ar di o m y o p at h y. Bi o p h y si c al R e vi e w s . 2 0 1 8; 1 0( 4): 9 7 3-9 8 2.  
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3 4 7.  T o w bi n J A, L ort s A, J eff eri e s J L. L eft v e ntri c ul ar n o n -c o m p a cti o n c ar di o m y o p at h y. T h e L a n c et . 

2 0 1 5; 3 8 6( 9 9 9 5): 8 1 3 -8 2 5.  

3 4 8.  Fi n st er er J, St o ell b er g er C, T o w bi n J A. L eft v e ntri c ul ar n o n c o m p a cti o n c ar di o m y o p at h y: c ar di a c, 

n e ur o m u s c ul ar, a n d g e n eti c f a ct or s. N at ur e R e vi e w s C ar di ol o g y . 2 0 1 7; 1 4( 4): 2 2 4-2 3 7.  

3 4 9.  R oj a n a s o p o n di st P, N e s h ei w at L, Pi o m b o S, P ort er Jr G A, R e n M, P h o o n C K. G e n eti c b a si s of 

l eft v e ntri c ul ar n o n c o m p a cti o n. Cir c ul ati o n: G e n o mi c a n d Pr e ci si o n M e di ci n e . 2 0 2 2; 1 5( 3): e 0 0 3 5 1 7.  

3 5 0.  D o n g X, F a n P, Ti a n T, et al. R e c e nt a d v a n c e m e nt s i n t h e m ol e c ul ar g e n eti c s of l eft v e ntri c ul ar 

n o n c o m p a cti o n c ar di o m y o p at h y. Cli ni c a C hi mi c a A ct a . 2 0 1 7; 4 6 5: 4 0-4 4.  

3 5 1.  L or c a R, M artí n M, P a s c u al I, et al. C h ar a ct eri z ati o n of l eft v e ntri c ul ar n o n -c o m p a cti o n 

c ar di o m y o p at h y. J o ur n al of Cli ni c al M e di ci n e . 2 0 2 0; 9( 8): 2 5 2 4.  

3 5 2.  K ar c z e w s ki K J, Fr a n ci oli L C, Ti a o G, et al. T h e m ut ati o n al c o n str ai nt s p e ctr u m q u a ntifi e d fr o m 

v ari ati o n i n 1 4 1, 4 5 6 h u m a n s. N at ur e . 2 0 2 0 0 5 2 0 2 0; 5 8 1( 7 8 0 9): 4 3 4 -4 4 3. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6 -0 2 0 -2 3 0 8 -7  

3 5 3.  P at h a ni a M, D a v e n p ort E, M uir J, S h e e h a n D, L ó p e z -D o m é n e c h G, Kittl er J. T h e a uti s m a n d 

s c hi z o p hr e ni a a s s o ci at e d g e n e C Y FI P 1 i s criti c al f or t h e m ai nt e n a n c e of d e n driti c c o m pl e xit y a n d t h e 

st a bili z ati o n of m at ur e s pi n e s. Tr a n sl ati o n al p s y c hi atr y . 2 0 1 4; 4( 3): e 3 7 4-e 3 7 4.  

3 5 4.  S e a b y E G, T h o m a s N S, W e b b A, et al. T ar g eti n g d e n o v o l o s s -of -f u n cti o n v ari a nt s i n c o n str ai n e d 

di s e a s e g e n e s i m pr o v e s di a g n o sti c r at e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct. H u m G e n et . 2 0 2 2: 1-1 2.  

3 5 5.  B o z d a gi O, S a k ur ai T, D orr N, Pil or g e M, T a k a h a s hi N, B u x b a u m J D. H a pl oi n s uffi ci e n c y of C yfi p 1 

pr o d u c e s fr a gil e X -li k e p h e n ot y p e s i n mi c e. 2 0 1 2; 

3 5 6.  S e a b y E G, T h o m a s S, H u nt D, B ar all e D, R e h m H L, O' D o n n ell -L uri a A L, E n ni s S. A p a n el -

a g n o sti c str at e g y" Hi P P o" i m pr o v e s di a g n o sti c effi ci e n c y i n t h e U K G e n o m e M e di ci n e S er vi c e. m e d R xi v . 

2 0 2 3: 2 0 2 3. 0 1. 3 1. 2 3 2 8 5 0 2 5.  

3 5 7.  S e a b y E G, L e g g att G, C h e n g G, et al. A g e n e p at h o g e ni cit y t o ol ‘ G e n e P y’i d e ntifi e s mi s s e d 

bi all eli c di a g n o s e s i n t h e 1 0 0, 0 0 0 G e n o m e s Pr oj e ct. m e d R xi v . 2 0 2 3: 2 0 2 3. 0 3. 2 1. 2 3 2 8 7 5 4 5.  

3 5 8.  Kir c h er M, Witt e n D M, J ai n P, O' R o a k B J, C o o p er G M, S h e n d ur e J. A g e n er al fr a m e w or k f or 

e sti m ati n g t h e r el ati v e p at h o g e ni cit y of h u m a n g e n eti c v ari a nt s. N at G e n et . 2 0 1 4 M ar 2 0 1 4; 4 6( 3): 3 1 0-5. 

d oi: 1 0. 1 0 3 8/ n g. 2 8 9 2  

3 5 9.  G a m bi n T, J h a n gi a ni S N, B el o w J E, et al. S e c o n d ar y fi n di n g s a n d c arri er t e st fr e q u e n ci e s i n a 

l ar g e m ulti et h ni c s a m pl e. G e n o m e M e d . 2 0 1 5 2 0 1 5; 7( 1): 5 4. d oi: 1 0. 1 1 8 6/ s 1 3 0 7 3-0 1 5 -0 1 7 1 -1  

3 6 0.  S e a b y E G, P e n g ell y R J, E n ni s S. E x o m e s e q u e n ci n g e x pl ai n e d: a pr a cti c al g ui d e t o it s cli ni c al 

a p pli c ati o n. Bri efi n g s i n f u n cti o n al g e n o mi c s . 2 0 1 6; 1 5( 5): 3 7 4-3 8 4.  

3 6 1.  L eli e v el d S H, S pi el m a n n M, M u n dl o s S, V elt m a n J A, Gili s s e n C. C o m p ari s o n of e x o m e a n d 

g e n o m e s e q u e n ci n g t e c h n ol o gi e s f or t h e c o m pl et e c a pt ur e of pr ot ei n ‐c o di n g r e gi o n s. H u m a n m ut ati o n . 

2 0 1 5; 3 6( 8): 8 1 5 -8 2 2.  

3 6 2.  P et er s e n B -S, Fr e dri c h B, H o e p p n er M P, Elli n g h a u s D, Fr a n k e A. O p p ort u niti e s a n d c h all e n g e s 

of w h ol e -g e n o m e a n d -e x o m e s e q u e n ci n g. B M C g e n eti c s . 2 0 1 7; 1 8( 1): 1-1 3.  
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3 6 3.  M c K e n n a A, H a n n a M, B a n k s E, et al. T h e G e n o m e A n al y si s T o ol kit: a M a p R e d u c e fr a m e w or k 

f or a n al y zi n g n e xt-g e n er ati o n D N A s e q u e n ci n g d at a. G e n o m e r e s e ar c h . 2 0 1 0; 2 0( 9): 1 2 9 7-1 3 0 3.  

3 6 4.  P ai s L S, S n o w H, W ei s b ur d B, et al. s e qr: A w e b ‐b a s e d a n al y si s a n d c oll a b or ati o n t o ol f or r ar e 

di s e a s e g e n o mi c s. H u m a n M ut ati o n . 2 0 2 2; 

3 6 5.  B u s k e O J, S c hi ett e c att e F, H utt o n B, et al. T h e M at c h m a k er E x c h a n g e A PI: a ut o m ati n g p ati e nt 

m at c hi n g t hr o u g h t h e e x c h a n g e of str u ct ur e d p h e n ot y pi c a n d g e n ot y pi c pr ofil e s. H u m M ut at . 2 0 1 5 O ct 

2 0 1 5; 3 6( 1 0): 9 2 2 -7. d oi: 1 0. 1 0 0 2/ h u m u. 2 2 8 5 0  

3 6 6.  Ell ar d S, B a pl e E L, O w e n s M, E c cl e s D M, A b b s S, D e a n s Z C, M c M ull a n D. A C G S b e st pr a cti c e 

g ui d eli n e s f or v ari a nt cl a s sifi c ati o n 2 0 1 9. A C G S G ui d eli n e s . 2 0 1 9; 

3 6 7.  R e h m H L, B er g J S, Br o o k s L D, et al. Cli n G e n — t h e cli ni c al g e n o m e r e s o ur c e. N e w E n gl a n d 

J o ur n al of M e di ci n e . 2 0 1 5; 3 7 2( 2 3): 2 2 3 5-2 2 4 2.  

3 6 8.  P et er s o n B D, H er n a n d e z E J, H o b b s C, et al. A ut o m at e d Pri oriti z ati o n of Si c k N e w b or n s f or R a pi d 

W h ol e G e n o m e S e q u e n ci n g U si n g Cli ni c al N at ur al L a n g u a g e Pr o c e s si n g a n d M a c hi n e L e ar ni n g. 

m e d R xi v . 2 0 2 2; 

3 6 9.  U g u e n K, Kr y si a k K, A u d e b ert ‐B ell a n g er S, et al. H et er o z y g o u s H M G B 1 l o s s ‐of ‐f u n cti o n v ari a nt s 

ar e a s s o ci at e d wit h d e v el o p m e nt al d el a y a n d mi cr o c e p h al y. Cli ni c al g e n eti c s . 2 0 2 1; 1 0 0( 4): 3 8 6-3 9 5.  

3 7 0.  P ur c ell R H, T or o C, G a hl W A, H all R A. A di s e a s e ‐a s s o ci at e d m ut ati o n i n t h e a d h e si o n G P C R 

B AI 2 ( A D G R B 2) i n cr e a s e s r e c e pt or si g n ali n g a cti vit y. H u m a n m ut ati o n . 2 0 1 7; 3 8( 1 2): 1 7 5 1-1 7 6 0.  

3 7 1.  K a pl a ni s J, S a m o c h a K E, Wi el L, et al. E vi d e n c e f or 2 8 g e n eti c di s or d er s di s c o v er e d b y 

c o m bi ni n g h e alt h c ar e a n d r e s e ar c h d at a. N at ur e . 2 0 2 0; 5 8 6( 7 8 3 1): 7 5 7-7 6 2.  

3 7 2.  J o y nt A C, A xf or d M M, C h a d L, C o st ai n G. U n d er st a n di n g g e n eti c v ari a nt s of u n c ert ai n 

si g nifi c a n c e. P a e di atri c s & C hil d H e alt h . 2 0 2 2; 2 7( 1): 1 0-1 1.  

3 7 3.  S e a b y E G, T ur n er S, B u n y a n D J, S e y e d ‐R e z ai F, E s s e x J, Gil b ert R D, E n ni s S. A n o v el v ari a nt i n 

G A T M c a u s e s i di o p at hi c r e n al F a n c o ni s y n dr o m e a n d pr e di ct s pr o gr e s si o n t o e n d ‐st a g e ki d n e y di s e a s e. 

Cli ni c al G e n eti c s . 2 0 2 3; 1 0 3( 2): 2 1 4-2 1 8.  

3 7 4.  R e h m H L, Al ai m o J T, Ar a d h y a S, et al. T h e l a n d s c a p e of r e p ort e d V U S i n m ulti -g e n e p a n el a n d 

g e n o mi c t e sti n g: Ti m e f or a c h a n g e. G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 2 3: 1 0 0 9 4 7.  

3 7 5.  M a c kli n S K, J a c k s o n J L, At w al P S, Hi n e s S L. P h y si ci a n i nt er pr et ati o n of v ari a nt s of u n c ert ai n 

si g nifi c a n c e. F a mili al c a n c er . 2 0 1 9; 1 8: 1 2 1-1 2 6.  

3 7 6.  H a n P K, U m st e a d K L, B er n h ar dt B A, et al. A t a x o n o m y of m e di c al u n c ert ai nti e s i n cli ni c al 

g e n o m e s e q u e n ci n g. G e n eti c s i n M e di ci n e . 2 0 1 7; 1 9( 8): 9 1 8-9 2 5.  

3 7 7.  M a k h n o o n S, G arr ett L T, B ur k e W, B o w e n D J, S hirt s B H. E x p eri e n c e s of p ati e nt s s e e ki n g t o 

p arti ci p at e i n v ari a nt of u n c ert ai n si g nifi c a n c e r e cl a s sifi c ati o n r e s e ar c h. J o ur n al of c o m m u nit y g e n eti c s . 

2 0 1 9; 1 0: 1 8 9 -1 9 6.  

3 7 8.  Clift K, M a c kli n S, H al v er s o n C, M c C or mi c k J B, A b u D a br h A M, Hi n e s S. P ati e nt s’ vi e w s o n 

v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e a cr o s s i n di c ati o n s. J o ur n al of c o m m u nit y g e n eti c s . 2 0 2 0; 1 1: 1 3 9-1 4 5.  
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3 7 9.  M e n s a h N E, S a bir A H, B o n d A, R o w ort h W, Ir vi n g M, D a vi e s A C, A h n J W. A ut o m at e d r e a n al y si s 

a p pli c ati o n t o a s si st i n d et e cti n g n o v el g e n e – di s e a s e a s s o ci ati o n s aft er g e n o m e s e q u e n ci n g. G e n eti c s i n 

M e di ci n e . 2 0 2 2; 2 4( 4): 8 1 1-8 2 0.  

3 8 0.  Z o u k H, Y u W, O z a A, et al. R e a n al y si s of e M E R G E p h a s e III s e q u e n c e v ari a nt s i n 1 0, 5 0 0 

p arti ci p a nt s a n d i nfr a str u ct ur e t o s u p p ort t h e a ut o m at e d r et ur n of k n o wl e d g e u p d at e s. G e n eti c s i n 

M e di ci n e . 2 0 2 2; 2 4( 2): 4 5 4-4 6 2.  

3 8 1.  H ar ni s h J M, Li L, R o gi c S, et al. M o d el M at c h er: A s ci e nti st ‐c e ntri c o nli n e pl atf or m t o f a cilit at e 

c oll a b or ati o n s b et w e e n st a k e h ol d er s of r ar e a n d u n di a g n o s e d di s e a s e r e s e ar c h. H u m a n M ut ati o n . 

2 0 2 2; 4 3( 6): 7 4 3 -7 5 9.  

3 8 2.  A m ar a si n g h e S L, S u S, D o n g X, Z a p pi a L, Rit c hi e M E, G o uil Q. O p p ort u niti e s a n d c h all e n g e s i n 

l o n g-r e a d s e q u e n ci n g d at a a n al y si s. G e n o m e bi ol o g y . 2 0 2 0; 2 1( 1): 1-1 6.  

3 8 3.  M a nt er e T, K er st e n S, H oi s c h e n A. L o n g -r e a d s e q u e n ci n g e m er gi n g i n m e di c al g e n eti c s. 

Fr o nti er s i n g e n eti c s . 2 0 1 9; 1 0: 4 2 6.  

3 8 4.  L o g s d o n G A, V oll g er M R, Ei c hl er E E. L o n g -r e a d h u m a n g e n o m e s e q u e n ci n g a n d it s a p pli c ati o n s. 

N at ur e R e vi e w s G e n eti c s . 2 0 2 0; 2 1( 1 0): 5 9 7-6 1 4.  

3 8 5.  Mit s u h a s hi S, M at s u m ot o N. L o n g -r e a d s e q u e n ci n g f or r ar e h u m a n g e n eti c di s e a s e s. J o ur n al of 

H u m a n G e n eti c s . 2 0 2 0; 6 5( 1): 1 1-1 9.  

3 8 6.  M a h m o u d M, H u a n g Y, G ari m ell a K, et al. Utilit y of l o n g -r e a d s e q u e n ci n g f or All of U s. bi o R xi v . 

2 0 2 3: 2 0 2 3. 0 1. 2 3. 5 2 5 2 3 6.  

3 8 7.  K o v a k a S, O u S, J e ni k e K M, S c h at z M C. A p pr o a c hi n g c o m pl et e g e n o m e s, tr a n s cri pt o m e s a n d 

e pi -o m e s wit h a c c ur at e l o n g -r e a d s e q u e n ci n g. N at ur e M et h o d s . 2 0 2 3; 2 0( 1): 1 2-1 6.  

3 8 8.  D o n g H, F ali s M, W hit el e y W, et al. A ut o m at e d cli ni c al c o di n g: w h at, w h y, a n d w h er e w e ar e ? 

N P J di git al m e di ci n e . 2 0 2 2; 5( 1): 1 5 9.  

3 8 9.  O' D o w d A. C o di n g err or s i n N H S c a u s e u p t o £ 1 b n w ort h of i n a c c ur at e p a y m e nt s. B M J: Briti s h 

M e di c al J o ur n al ( O nli n e) . 2 0 1 0; 3 4 1 

3 9 0.  F a y er S, H ort o n C, Di n e s J N, et al. Cl o si n g t h e g a p: S y st e m ati c i nt e gr ati o n of m ulti pl e x e d 

f u n cti o n al d at a r e s ol v e s v ari a nt s of u n c ert ai n si g nifi c a n c e i n B R C A 1, T P 5 3, a n d P T E N. T h e A m eri c a n 

J o ur n al of H u m a n G e n eti c s . 2 0 2 1; 1 0 8( 1 2): 2 2 4 8-2 2 5 8.  

3 9 1.  J u m p er J, E v a n s R, Prit z el A, et al. Hi g hl y a c c ur at e pr ot ei n str u ct ur e pr e di cti o n wit h Al p h a F ol d. 

N at ur e . 2 0 2 1/ 0 8/ 0 1 2 0 2 1; 5 9 6( 7 8 7 3): 5 8 3-5 8 9. d oi: 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 5 8 6 -0 2 1 -0 3 8 1 9 -2  

3 9 2.  V ar a di M, A n y a n g o S, D e s h p a n d e M, et al. Al p h a F ol d Pr ot ei n Str u ct ur e D at a b a s e: m a s si v el y 

e x p a n di n g t h e str u ct ur al c o v er a g e of pr ot ei n -s e q u e n c e s p a c e wit h hi g h -a c c ur a c y m o d el s. N u cl ei c A ci d s 

R e s e ar c h . 2 0 2 1; 5 0( D 1): D 4 3 9-D 4 4 4. d oi: 1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k a b 1 0 6 1  
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