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Préambule

Ce document rapporte les résultats originaux d’un travail porté sur les « Prédicteurs de I'utilité
clinique du diagnostic moléculaire par sequengage haut débit de 'exome réalisé en premiére
ligne chez des patients présentant un phénotype mendélien ». Il s’agit d’une étude
rétrospective observationnelle portant sur 603 patients consécultifs.

Ce manuscrit comporte quatre parties :

- La 1°¢ est consacrée a une introduction générale sur les maladies héréditaires et la
stratégie de diagnostic et de prise en charge en France ;

- La 2®™ partie introduira la genése et la problématique de I'étude ;

- La 3°me rapporte I'article découlant du projet (actuellement soumis dans la revue
scientifique : Journal of Medical Genetics) ;

- Laderniere partie sera consacrée a une discussion générale des résultats et leur mise

en perspective par rapport a la pratique clinique.



I) Introduction générale sur les maladies héréditaires

A) EPIDEMIOLOGIE DES MALADIES RARES HEREDITAIRES

1) Les maladies rares

En Europe, une maladie rare est caractérisée par le fait qu’elle affecte moins de 50 individus
sur 100 000 (1). Cette définition varie néanmoins en fonction des différents référentiels

nationaux (Tableau I).

Tableau | : Hétérogénéité de la définition de « maladie rare » a travers le monde

Région géographique Définition d’une maladie rare Nombre d’individus
atteints rapporté a

selon le référentiel national 100 000 habitants*

Etats-Unis d’Amérique < 200 000 individus atteints (2) <61 /100 000
Australie < 5/10 000 habitants (3) < 50/ 100 000
Japon < 50 000 individus atteints (4) <40/100 000

*En fonction du nombre d’habitants recensés dans le pays en 2021.

Les maladies rares sont donc regroupées en fonction de leur fréquence dans une population
donnée. Elles représentent un ensemble de pathologies trés hétérogenes de par leurs
étiologies, leurs symptomatologies, et méme de par leurs incidences (méme si celles-ci sont
par définition limitées). Bien que «rares », la multiplicité de pathologies rentrant dans la
définition fait qu’elles affectent au total jusqu’a 10% de la population (5). Leur impact sur la
santé publique est donc non négligeable. Orphanet® est une organisation européenne qui a
pour objectif d’identifier, de classer, et de décrire les maladies rares. Elle fournit une base de

données spécialisées sur le sujet qui recense en juin 2021 : 6172 pathologies rares (6).

Au niveau étiologigue, les maladies rares peuvent étre des pathologies infectieuses
(exemples : Grippe aviaire ORPHA:454831), des cancers (Périneuriome des tissus mous
ORPHA:100002), des maladies immunologiques (Lupus érythémateux discoide ;
ORPHA:90281), ou toxiques (Syndrome malin des neuroleptiques ; ORPHA:94093), etc...
Mais 80% de ces pathologies ont une étiologie génétique identifiée soit en lien avec des
anomalies chromosomiques (exemple : Syndrome 18XXYY ; ORPHA:10) ou avec des

anomalies géniques (exemple : Ataxie-Télangiectasie ; ORPHA:100) (7).

Le plus souvent, il s’agit de pathologies sévéres d’évolution progressive : 65% des
maladies rares sont considérées comme invalidantes. Elles provoquent des douleurs
chroniques chez 1/5™ des patients et des déficits moteurs, sensoriels ou intellectuels dans

un cas sur deux (8). Généralement, ce sont des pathologies qui se déclarent précocement
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dans la vie de l'individu : 50-75% des individus atteints sont des enfants (7) et la maladie se
déclare dans 2/3 des cas avant 'dge de 2 ans (8). Elles sont une cause importante
d'hospitalisations et de décés pédiatriques : 35% des décés au cours de la 1°° année de vie
sont dues a des maladies rares, et environ 30% des patients atteints meurent avant d’avoir 5
ans (9). Diagnostiquer les maladies rares est difficile, les errances diagnostiques sont
fréquentes et pour la plupart de ces pathologies, les mécanismes physiopathologiques ne sont
pas élucidés.

2) Les maladies héréditaires

Les maladies génétiques sont des affections dont la cause est une altération de la séquence
d’ADN de l'individu. De nombreuses pathologies peuvent avoir une composante génétique,
ainsi, seules les affections dans lesquelles la part de la génétique est particulierement
marquée peuvent étre considérées comme telles (10). Elles peuvent correspondre a des
anomalies chromosomiques de grandes tailles, ou a la modification d’une paire de base a une

position précise du génome.

Bien que généralement « rares » certaines maladies héréditaires ne rentrent pas dans
la définition. C'est le cas par exemple de [I'hémochromatose génétique, de
I'hypercholestérolémie familiale et de la drépanocytose dont les prévalences sont
respectivement de 300, 100, et 58 (11) pour 100 000 habitants.

La majorité des maladies héréditaires se transmettent de maniere Mendélienne, mais
d’autres modes de transmissions non Mendéliens sont décrits, bien que plus rares (Tableau
II). La maladie peut étre héritée selon un mode récessif ou dominant, ou étre de novo (le taux
de mutation génique pathologique étant estimé a 3,2.10°° par génération (12)). Une fois

I'anomalie présente chez l'individu, elle peut étre transmise a sa descendance.



Tableau Il : Mode de transmission des variants pathogénes (13,14)

Mode de transmission

Exemples de
pathologies OMIM /
locus

Neurofibromatose

_ . OMIM 162200 / NF1
Autosomique A 4 '
Récessif Phénylcétonurie
o OMIM 261600 / PAH
Transrpl_ssmn Rachitisme
mendelienne Dominant hypophosphatémique
LiéalX OMIM 307800 / PHEX
Récessif Déficit en OTC
OMIM : 311250) / OTC
Patholagies Transmission Déficit en cytochrome

mitochondriales

exclusivement maternelle
via ’ADN mitochondrial

c oxydase
OMIM 604377 /SCO2

L’augmentation du nombre
de triplets nucléotidiques

Maladies d : X Syndrome de I'X
o expansion de € certains genes est Fragile
Transmission triplet associee a la Présence ou | 4\in1 260624 / EMR1
non a une aggravation clinique
mendélienne de la pathologie
La pathologie est due a
une sous expression ou Syndrome de Prader-
Empreinte une surexpression d’'un Willi
parentale gene soumis a empreinte | OMIM 176270 / 15911-
parentale en cas de ql3

disomie uniparentale.

La plupart des pathologies mendéliennes décrites sont dues a des anomalies monogéniques
(15) sur les parties codantes des génes. Seul 1,9 % du génome humain code pour des
protéines (16) : cela correspond aux régions exoniques. Les autres séquences (introns,
pseudogénes, ségquences répétées, régions hétérochromatiques composées de chromatine
extrémement condensée), bien que correspondant a la grande majorité du génome, n’ont pas
de rdle clairement élucidé. Néanmoins, elles semblent indispensables a I'expression des
genes en régulant par exemple l'activité transcriptionnelle. Jusqu'en 2021, la cartographie
précise de 'ADN n’était pas entierement connue. Le projet international ENCODE lancé en
2003 avait pour objectif de lever ces interrogations en délimitant de maniere précise et
exhaustive les segments du génome humain qui codent pour des éléments fonctionnels (17).
Plus récemment, I'avenement des nouvelles technologies de séquencgage haut débit de 2° et
de 3¢ génération dans le cadre du consortium Consortium Telomere-to-Telomer (T2T) a permis
en 2022 le séquencage intégral du génome humain incluant les 8 % du génome jusque-la non
accessibles et correspondant aux régions hétérochromatiques (18). La séquence du génome

rapportée par le consortium T2T comporte 3,055 milliards de paires de bases d'un génome



humain (T2T-CHM13) qui comprend des assemblages sans interruption pour tous les
chromosomes sauf le chromosome Y ((18)). Les régions complétées comprennent tous les
réseaux satellites centromeériques, les duplications segmentaires récentes et les bras courts

des cing chromosomes acrocentriques (chromosomes 13, 14, 15, 21, 22) (18).

3) Contexte reglementaire du diagnostic des maladies constitutionnelles

Les maladies constitutionnelles, une fois diagnostiquées, sont définitives et peuvent avoir des
conséquences chez la famille de la personne testée (en termes de pathologie ou de conseil
génétique). Leur diagnostic est encadré par des lois et des organismes particuliers, comme
'agence de biomédecine. C’est pourquoi des régles de bonnes pratiques en génétique

constitutionnelles ont été établies par la HAS (19) :

- La prescription : elle doit étre justifiée par un retentissement clinique, psychologique, ou
familial. Le fait qu’'un test soit disponible et réalisable ne justifie pas a lui seul sa
prescription. Le patient peut étre symptomatique ou non. Dans tous les cas un
consentement libre, éclairé et révocable a tout moment doit étre signé (Annexe 1) par le
patient avant le test et aprés l'avoir infformé de maniére compléte et appropriée. Le
prescripteur peut étre un généticien, un conseiller en génétique sous la responsabilité d’un
médecin qualifié en génétique, ou un médecin non-généticien connaissant la situation
clinique et les conséquences d’'un diagnostic constitutionnel, en collaboration avec une
équipe de génétique clinique. Des protocoles nationaux de diagnostic et de soins,
comprenant des arbres décisionnels et des recommandations diverses existent pour
faciliter la prise en charge du patient.

- La réalisation du test: les laboratoires réalisant ces analyses doivent obtenir une
autorisation de I'ARS. lls ne réalisent que celles dont leur expertise est suffisante : c’est
pourquoi une organisation en réseau s’est développée au niveau national. Un rapport
d’activité annuel doit étre rendu a 'ARS et a 'Agence de la Biomédecine. De méme, le
praticien qui valide le résultat doit étre agréé par 'Agence de Biomédecine.

Le rendu des résultats : Un compte rendu doit étre généré par le laboratoire exécutant. Il
doit mentionner les variants ayant une conséquence clinique connue en rapport avec
l'indication de la prescription ou sans rapport avec l'indication si le patient y a consenti, et
les variants dont la conséquence clinique est inconnue (avec mention qu’ils ne doivent pas
étre utilisés pour la prise en charge en I'état actuel des connaissances). Les variants
connus sans conséquences cliniques ne doivent pas étre mentionnés. Le compte rendu
est ensuite remis au prescripteur qui remettra lui-méme les résultats au patient lors d’'une
consultation dédiée. Les connaissances du génome humain évoluant sans cesse, une

réinterprétation du résultat peut étre demandée par le médecin prescripteur. Le modele du
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compte-rendu utilisé au CHRU de Nancy par le laboratoire BBMN est retrouvé en Annexe
2.

B) STRATEGIE NATIONALE POUR LES MALADIES RARES

1) Plans nationaux « maladies rares »

Malgré I'hétérogénéité des maladies rares, la volonté des institutions de les regrouper a été
motivée par la facilitation de la prise en charge de ces pathologies, et pour favoriser la
recherche scientifique. Cela a également permis de définir la notion de « maladies
orphelines » qui sont des maladies rares pour lesquelles aucun traitement spécifique n’existe
(20).

Les maladies rares souffrent globalement d'un manque de connaissances médicales
et scientifiqgues. Du fait de leur rareté et des faibles effectifs de malades, il est en effet difficile
de conduire des études interventionnelles. De plus, elles ne sont apparues que récemment

dans les politiques de recherche et de santé publique.

Les patients atteints rencontrent encore de nos jours des difficultés dans leur parcours
de soin, tant sur le plan diagnostique, que pour leur suivi et leur orientation vers les
professionnels compétents. En effet, seulement une personne atteinte d’'une maladie rare sur
deux est diagnostiquée ; et pour un quart d’entre elles, le diagnostic met en moyenne 5 ans a
étre posé (21). Ainsi, les maladies rares générent des répercussions non seulement médico-
sociales, mais également économiques. Pour cela, une organisation nationale a été décidée

puis mise en place avec la création de 3 « plans nationaux francais : maladies rares » :

- 2005-2008 : Premiere mobilisation de 'ensemble des acteurs du domaine des maladies
rares, et identification des centres de références et de compétence. Ce plan s’articule

autour de 10 axes, détaillés dans le tableau IlI.



Tableau Il : Axes développés pour la 1¢" mobilisation du plan national « maladies rares »

(8)

Axe Objectif

Développer les connaissances épidémiologiques

Améliorer la reconnaissance des maladies rares en tant qu’ALD
Développer une information pour tous

Former les professionnels de santé a mieux identifier
Organiser le dépistage et 'accés aux tests diagnostiques
Améliorer 'accés aux soins et la qualité de la prise en charge
Poursuivre I'effort en faveur des médicaments orphelins

Répondre aux besoins spécifiques d’accompagnement des
personnes atteintes de maladies rares
Promouvoir la recherche sur les maladies rares

© 00 N oo o A~ W N P

=
o

Développer des partenariats nationaux et européens

- 2011-2016 : Cette seconde mobilisation s’inscrit dans la continuité du 1er, avec une
volonté de poursuivre les actions engagées précédemment, et d’en amplifier les effets (22).
- 2018-2022: Le 3éme plan national maladies rares se base sur 5 objectifs principaux :
accélérer le diagnostic de la maladie et ainsi réduire I'errance diagnostique (avec comme
objectif de la réduire a 1 an) ; favoriser la recherche pour accroitre des moyens
thérapeutiques ; améliorer la qualité de vie et I'autonomie des personnes malades ;
communiquer et former tous les acteurs en lien avec les maladies rares ; moderniser les

organisations et optimiser les financements nationaux (23).

109 centres de références pour la prise en charge des maladies rares (CRMR) ont été
labellisés par les ministéres chargés de la Santé, de la recherche et de I'innovation sur la
période 2017-2022 (21). Ces centres rassemblent une équipe hospitaliere spécialisée avec
une expertise avérée pour une maladie rare ou un groupe de maladies rares. Cette équipe est
pluridisciplinaire, avec des compétences médicales, paramédicales, psychologiques, médico-
sociales, éducatives, et sociales. Des partenariats avec les associations de malades sont
également nécessaires. Les centres ont pour objectif d’assurer la prise en charge et

d’organiser le parcours de santé des individus concernés (24).

Ces plans s’inscrivent dans un contexte général d’'une place croissante de la génomique

dans la routine diagnostique des maladies héréditaires.
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2) Développement de la médecine moléculaire

Une maladie héréditaire A n’est pas forcément due a la mutation d’'un géne B. Hormis les
maladies mendéliennes classiques (comme la dystrophie musculaire de Duchenne médiée
par des mutations du gene DMD (25)), la majorité des pathologies implique I'interaction entre
le bagage génétique de lindividu et son environnement dans des proportions variables.
Généralement, plus la pathologie est complexe, plus le nombre de génes impliqués est

conséquent, et plus l'impact de I'environnement est présent (figure 1) (26).

% du phénotype
expliqué par géne

100 £

Maladies
mendéliennes

50
Maladies

a phénotype complexe

Nombre de
0 1 2 3 n  génesimpliqués

Figure 1 : Maladies mendéliennes classiques versus phénotypes complexes (26)

Les pathologies génétiques complexes ont ainsi une hétérogénéité génétique importante : ce
qui va de pair avec I'’hétérogénéité clinique observée dans de nombreux syndromes a premiere
vue similaires (27-29). Ainsi, I'identification des mutations géniques, puis de la fonction du

produit du géne, permet de révéler la biologie physiologique et celle de la maladie (26).

L’identification des génes associés aux maladies complexes nécessite d’adopter des
stratégies et des méthodes différentes, aussi bien en termes de recrutement des sujets de

recherche qu’en termes des méthodologies utilisées (30).

C’est dans ce contexte, avec I'essor des nouvelles technologies et la volonté de se
rapprocher au plus prés de la médecine personnalisée que la médecine moléculaire a pu se
développer. Celle-ci a pour objectif d’étudier les mécanismes moléculaires chez un individu,
et d’en identifier les voies altérées par une mutation génétique. Les bénéfices des technologies
de séquencage de nouvelle génération utilisant des « panels » de génes et d’exomes a
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moyen/haut débit en matiére de diagnostic, sont aujourd’hui bien démontrés dans les
domaines des maladies rares et de la cancérologie. Elles représentent ainsi un réel enjeu de
santé publique. Le plan France Médecine Génomique 2025 a pour ambition de répondre a ce
besoin par le biais de 4 objectifs : 1) définir la place et 'importance du séquengage dans la
médecine actuelle et ses développements futurs ; 2) renforcer la position de la France dans le
domaine de la recherche sur la génomique ; 3) évaluer les enjeux associés en matiere
d’'innovation, de valorisation et de développement économique ; 4) proposer un modele
médico-économique viable sur le long terme, comprenant la prise en charge par I'’Assurance

maladie et le développement d’une filiere industrielle adaptée (31).

De plus en plus de centres se dotent de plateformes de biologie moléculaire et de
professionnels de santé / bio-informaticiens capables de générer d’'importants panels de
genes, des exomes, voire des génomes entiers. En décembre 2016, le ministere chargé de la
Santé a lancé un appel a projet qui a permis le financement des 2 premieres plateformes de
séquencage génomique a haut débit : SeqOIA (Sequencing, Omics, Information Analysis : AP-
HP (32)) et AURAGEN (Auvergne Rhéne-Alpes Génomique (33)).

Ce contexte tend a favoriser une médecine personnalisée pour permettre une meilleure
prise en charge des patients, adaptée précisément aux mécanismes moléculaires anormaux.
De nombreux centres utilisent les nouvelles technologies de séquencage, avec des panels de
géenes de plus en plus larges, dans le cadre de la routine diagnostique.

La filiere G2M (Maladies rares Héréditaires du Métabolisme), labellisée en 2014 dans
le cadre du 2éme plan National Maladies Rares a, entre autres, comme objectif de définir et
nommer les différents Centres de Référence Maladies Rares (CRMR) (34). Le CHRU de
Nancy est 'un des 8 CRMR du métabolisme (Figure 2).
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Figure 2 : Distribution des centres de références et de compétences des maladies rares du
métabolisme (35)

C) APPROCHES MOLECULAIRES DIAGNOSTIQUES - LE SEQUENCAGE

Dans le cadre du diagnostic des maladies moléculaires, la caractérisation précise du
phénotype permet d’orienter le laboratoire qui utilise ensuite la technique la plus appropriee.
Le phénotypage est le point de départ essentiel au diagnostic moléculaire. Pour les troubles
limités a un seul organe, la plupart des phénotypages doivent étre effectués par des
spécialistes de l'organe concerné (par exemple, des cardiologues pour les cardiopathies
congénitales non syndromiques). Cependant, pour les troubles multi systémiques et
pléiotropes, l'expertise du généticien médical sera essentielle. La plupart des troubles
mendéliens présentent une hétérogénéité phénotypique importante avec une variabilité
interindividuelle, intrafamiliale et interfamiliale de I'expressivité et méme de la pénétrance. Un
phénotypage effectué avec précision augmente la probabilité d’identifier le variant responsable

(36).

Pour le diagnostic, de nombreuses techniques de biologie moléculaire existent, avec
généralement une étape d’amplification de 'ADN par Polymerase Chain Reaction (PCR) afin
de générer en quantité suffisante la séquence voulue.
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Figure 3 : Principe de la PCR (37)

La PCR est une technique de biologie moléculaire qui permet I'amplification d’'une séquence génomique précise grace a des
amorces spécifiques s’hybridant autour de cette séquence. Trois étapes sont nécessaires a I'amplification et forment 1 cycle de
PCR : 1) Dénaturation des doubles brins d’ADN a haute température (94-97°C), 2) Hybridation des amorces spécifiques (54°C),
3) Elongation des brins peres a la température optimale de la Taq polymérase (environ 72°C). En fonction de la quantité d’ADN
souhaitée, le cycle se répete n fois pour obtenir 2" fragments.

Au cours des dernieres décennies, les techniques de séquencage évoluent et se multiplient ;
tout en devenant parallélement de plus en plus abordables économiquement (entre 2009 et
2014, le prix du séquencage du génome humain a par exemple été divisé par 200 (38)).

L'utilisation en routine de ces techniques a permis la mise en évidence de nombreux variants.
1) Séquencage Sanger

La premiere génération de séquencage a été imaginée dans les années 1970 par Sanger et

son équipe (39,40). Celle-ci se base sur la réplication de I'ADN.

Avec des conditions physico-chimiques favorables, en présence de
désoxyribonucléotides (ANTP) et d'une ADN polymérase, 'ADN simple brin va se répliquer.
Les dNTPs se placent les uns a la suite des autres de maniére complémentaire au brin pére.
L’enjeu du séquencage Sanger est de déterminer la séquence d’un brin d’ADN lors de son
élongation. Pour cela, il utiise des amorces nucléotidiques qui servent de matrice a
I'élongation ; et des didésoxyribonucléotides (ddNTP) qui sont capables de se substituer aux
dNTP lors de I'élongation. Les ddNTP, du fait de leur effet terminateur de chaine, bloquent
I'élongation dés leur incorporation (41). Aprés migration sur gel de polyacrylamide en
associant la nature du ddNTP intégré et la taille des fragments, il est possible d’en déduire la

séquence du fragment (Figure 4).
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Figure 4 : Principe du séquencage Sanger
Le séquengage Sanger permet d’obtenir la séquence précise d’un fragment d’ADN. 1) Mise en contact d’ADN simple brin, d’ADN
polymérase, d’amorces spécifiques, de dNTPs et de ddNTPs fluorescents avec effet terminateur de chaine. 2) Extension des
brins via la machinerie enzymatique disponible jusqu’a incorporation d’un ddNTP. 3) Obtention de différents fragments de tailles
différentes. 4) Electrophorese capillaire du résultat et lecture de la fluorescence. 5) Analyse et reconstitution de la séquence.
Figure créée grace a BioRender.com.

Le séquencage Sanger est une technique qui nécessite de connaitre au moins une partie de
la séquence de référence, que ce soit pour le design des amorces ou pour l'interprétation de

la séquence obtenue.

L'automatisation actuelle du séquengage Sanger prend généralement en charge la
génération de séquences allant jusqu'a 800-1000 pb avec une faible qualité de séquencage
dans les 15 a 40 premiers pb en raison de la liaison a I'amorce. Prenant note de ces limitations,
les logiciels d'analyse de séquences, commerciaux et non commerciaux, continuent d'évoluer
pour aider |'utilisateur a évaluer et a rogner automatiquement les données de mauvaise qualité
(42).

Le séquencage Sanger reste de nos jours la méthode de référence, méme si de
nombreuses études tendent a montrer que le séquencage de 2°™ génération peut s’en
affranchir (43).
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2) Séquencage haut débit (NGS) Illumina®

Le séquencage haut débit est une technique de séquencage de 2°™ génération. Il permet
'amplification rapide et simultanée d'un trés grand nombre de séquences et ainsi, de
séquencer le génome entier d’un individu trés rapidement. Pour cela, il a été nécessaire de
disposer d’'une séquence de référence, obtenue dans le début des années 2000, au prix d’'un
effort commun international avec le « Human Genome Project » (44). Depuis, le génome de
référence humain est régulierement mis a jour en fonction des nouvelles connaissances, et
est maintenu par un consortium international : le Genome Reference Consortium. La derniére
version, datant de décembre 2013, est la GRCh38 (45).

Plusieurs techniques de séquencage haut débit ont été développées au cours des
derniéres années. Elles sont basées sur des principes différents (Tableau IIl). Dans le cadre
de cette thése, seule la technologie lllumina®, utilisée au CHRU de Nancy, sera développée.
Le laboratoire BBMN du CHRU de Nancy posséde un séquenceur NextSeq, et un MiSeq, tous
deux utilisés en routine diagnostique.

Tableau Il : Spécificité des techniques de NGS, d’aprés Stranneheim et Lundeberg (46)

. Principe du Méthode Principe Longueur Débit
Technique séquencage d’amplification de d’unread d’analyse
q “ag P détection y
Séquencage par
[llumina®/Solexa sypthese 4 Bridge PCR Optique 100 Elevé
terminateurs de
chaine fluorescents
SOLID Par ligation Emulsion PCR Optique 75 Eleveé
Séquencage par
synthése + . .
lon détection de Emulsion PCR Optique 200 Moyen
protons
454 Pyroséquengage Emulsion PCR  Electrique 700 Moyen
((slomple_zte Sequenga}ge par Circularisation Optique 85 Elevé
enomics synthése
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3.1) Versant technique

Le NGS peut se pratiquer sur de nombreuses matrices biologiques (sang, buvard, tumeurs,
etc.). Suite au prélevement, il se divise en deux grandes phases : tout d’abord le Wet Lab puis
le Dry Lab (Figure 5).

Extraction de Préparation

Risloveiicnt FADN dela librairie Sedlehcage

EEE T

Figure 5 : Etapes technique du NGS
3.1.1) Wet Lab

Extraction de I’ADN : Une fois le prélévement effectué, il faut tout d’abord extraire 'ADN des

cellules nucléées. L’extraction peut étre manuelle ou automatisée, et le protocole dépend de
la matrice.

Préparation de la librairie : Elle correspond a I'étape de sélection des régions ciblées par le

séquencgage. Elle aboutit in fine & un milieu enrichi en séquences cibles. Pour cela, 'ADN est
d’abord fragmenté en séquences d’environ 300 pb soit par sonication soit par tagmentation.
Cette derniére utilise des transposomes liés a des billes d’enrichissement. Les transposomes,
en plus de fractionner ’ADN de maniere relativement homogéne, marquent chaque fragment
avec des séquences adaptatrices (Figure 6). Les séquences marquées peuvent ensuite étre
amplifiées par PCR.

Adaptateur Tn5

Site de liaison & Code-barre Site de liaison 3 Transposome
FADM transposase

LLRRRRR R RRRRRRRRRRE LTI

Transposase

Figure 6 : Structure d’un transposome (47)
Transposome = Adaptateur Tn5 + Transposase. L’adaptateur est constitué de 3 parties : un site de liaison de transposase double
brin de 19 pb, d'un code-barres simple brin et d'un site d'hybridation d'amorce de PCR. Les transposomes sont utilisés pour
marquer et fragmenter ’ADN. Figure créée grace a BioRender.com.

L’ADN de chaque patient est ensuite marqué par un index spécifique qui permettra par la suite
de relier les reads au bon patient. Aprés cette étape d’indexage, les ADN des différents

patients sont poolés mais restent identifiables grace a ces « codes-barres ».
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Une étape d’enrichissement pré-séquencage est ensuite nécessaire. Pour I'enrichissement
par capture utilisé avec les technologies lllumina®, les régions génomiques d'intérét sont
capturées par hybridation sur des sondes spécifiques, avant d’étre isolées grace a des billes
magnétiques, pour enfin étre amplifiées. Par rapport au séquencage d'amplicons, cette
technique peut cibler une plus grande quantité de contenu génique et prendre en charge un
profilage plus complet de tous les types de variants (48). A ce stade, la librairie contient quasi
exclusivement les séquences d’intérét, mais en faible quantité. Avant le séquencage, une
phase d’amplification clonale est nécessaire afin de pouvoir obtenir un signal de séquencgage
détectable.

Les kits de capture TruSight One et TruSight Expanded sont ceux utilisés au laboratoire
de Biochimie du CHRU de Nancy. lls permettent de cibler respectivement les régions
exoniques et les jonctions introns/exons de 4813 génes et de 6699 genes (Annexe 3).

Tandis que les techniques SOLID, lon et 454 utilisent des PCR a émulsion dans un
mélange huile/eau ; lllumina® préconise I'amplification par bridge PCR (Figure 7). Dans ce
cas, les librairies sont déposées sur un support solide (appelé flowcell) ou est fixé un ler type
de sondes spécifiques des séquences retrouvées aux extrémités des fragments de la librairie.
Chaque fragment peut alors se lier a la flowcell, avant de se replier pour accoler son extrémité
libre spécifique du 2nd type de sonde avec ce dernier. Le fragment peut alors se répliquer
grace a une Taq polymérase, formant 2 fragments complémentaires. Cela permet la
génération de clusters, au sein desquels un unique fragment se réplique jusqu’a saturation

des sondes de la flowecell.

Figure 7 : Bridge PCR, d’aprés lllumina (49)
1) Liaison du fragment de librairie a la flowcell via des amorces spécifiques a des séquences préalablement ajoutées sur toute la
librairie 2) Hybridation de I'extrémité libre sur un 2nd type d’amorce spécifique fixé a la flowcell 3) Réplication grace a une Taq
polymérase 4) Formation de 2 fragments complémentaires liés a la fowcell par une extrémité.

A lissue de cette amplification, tous les fragments de la librairie sont théoriquement présents

en quantité suffisante pour étre détecté lors du séquencgage.

Séquencage (production de reads) : La technologie lllumina® utilise le principe du séquengage

par synthese grace a des nucléotides cycliques modifies a effet terminateur de chaine
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réversible. Comme pour un séquencage Sanger, les nucléotides modifiés sont marqués par
une molécule fluorescente et émettent un signal spécifique de la nature du nucléotide lors de
leur incorporation dans la séquence. Mais contrairement au séquencage de 1ére génération,
il est possible de réverser le blocage du nucléotide suivant grace a un clivage qui élimine le
groupe terminaison/colorant fluorescent (50). Les nucléotides modifiés sont donc incorporés
un a un, de maniére complémentaire a la séquence d’origine, puis la fluorescence est
déterminée grace a un lecteur optique. Apres la lecture, le fluorochrome et le groupement qui
bloque 'élongation sont clivés, puis éliminés par lavage. Un autre nucléotide modifié peut alors

s’incorporer a la suite, et le schéma se répéte (Figure 8).

®
®, )
N\ 7/ ) 9 %¢: %-

(Fluor) @
®

/ (0]

HN

Incorporation du
nucléotide

Incorporation
du nucléotide

NH modifié dans la modifié suivant
séquence
0 i
0
—
lecturedela @ [ @ [ O oo llle Lecture de la
fluorescence fluorescence
0 l
HN
0 : N Clivage de Clivage de
HO 0 0 0 groupement groupement
p P P 5 3'-Azidomethyl 3'-Azidomethyl
t du colorant et du colorant
0 00 00 0 7 e
O
Yo > Répétition du

cycle...

Figure 8 : Principe du Séquencage par synthése avec terminateurs de chaine fluorescents,
d’aprés Metzker (51)

Ainsi, a chaque incorporation de nucléotide modifié, un signal lumineux est lu, et est converti
en séquence dans un fichier FASTQ : on parle de base calling. En plus des séquences, ce

fichier contient des scores de qualité et les informations nécessaires au démultiplexage.

Cette étape est la derniere étape de technique manuelle, avant le Dry Lab et I'analyse

bio-informatique.
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3.1.2) Dry Lab

Alignement : A la suite du Base Calling, les séquences des read peuvent étre reliées au bon
patient grace a leur index. L’étape de I'alignement consiste ensuite a placer chaque séquence
d’environ 100pb au bon endroit sur le génome de référence, et ainsi reconstituer la séquence
complete du patient. Pour cela, différents algorithmes d’alignements ont été développés
(algorithmes naifs ; Burrows Wheeler ; algorithme de Needelman & Wanch ; ...). A l'issue de
cette étape, un fichier SAM est obtenu, avant d’étre compressé en fichier BAM. Deés
l'alignement, des scores de qualité du séquencage sont disponibles, ainsi que la couverture

et la profondeur pour chaque base.

e T - » ==
B

File Genomes View Tracks Regions Tools

Human hgl -

Profondeur

Couverture

Figure 9 : Exemple de profondeur et couverture d’un séquengage en 12¢23.2 (sur IGV)
Dans cet exemple : toute la séquence est couverte avec une profondeur minimum de 3.

Au CHRU de Nancy, les séquences obtenues sont alignées et analysées en comparaison
avec la séquence de référence du génome humain version GRCh37 a I'aide de BWA (0.7.9a)
et SAMTools (0.1.18). Les aspects méthodologiques relatifs a la procédure de séquencage et
d’alignement sont rapportés dans le chapitre Matériel et Méthodes de la publication (cf. ci-

dessous).

Annotation et appel des variants : La liste des variants détectés est alors établie. Le fichier

obtenu est alors un VCF, et permet de décrire les variants de maniére standardisée, avec 8

caractéristiques :

- Chromosome : Le chromosome sur lequel cette variation est rapportée.

- Position : La position a laquelle la variation est rapportée.

- ldentifiant externe : A partir d’'une liste d'identifiants de bases de données externes
(dbSNP, Clinvar, Cosmic, etc.)

- Alleles de référence rapportés a cette position.

- Alleles alternatifs détectés dans nos échantillons.
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- Score de qualité de la variation rapportée

- Filtres : Une liste de filtres que la variation n'a pas passée. Si tous les filtres sont passeés,
ce champ prend la valeur « PASS ». Si aucun filtre n'a été appliqué le champ prend la
valeur « . ».

- Informations : Description de I'expérience ayant conduit a la génération de ce fichier.
Dans notre cas, I'annotation des variants est effectuée avec la suite d’outils GATK (v1.6-23).

Interprétation, Stockage, et Rendu des résultats : En moyenne, sur les 603 NGS effectués a

Nancy entre 2016 et 2020, plus de 10 000 variants sont appelés par patient. L’enjeu de cette

technique est de faire le tri dans la masse des données générées.

Les variants relevant cliniquement sont sélectionnés par un biologiste en fonction de
lindication du test et du contexte clinico-biologique. Plusieurs approches d’analyse bio-
informatiques sont utilisées, incluant I'analyse par panels de génes et I'utilisation d’algorithmes
basés sur les ontologies HPO (Human Phenotype Ontology) que présente le patient. La base
de données HPO (52) répertorie de fagon systématisée les informations relatives aux

ontologies, phénotypes, pathologies et genes associés (Figure 10).

Ontologie Phénotype Géne
OMIM:236200 Homocystinuria Due To Cystathionine Beta-synthase Deficiency CBS
OMIM:236250 Homocystinuria Due To Deficiency Of N(5,10)-methylenetetrahydrofolatereductase Activity MTHFR
ORPHA:395 Homocystinuria Due To Methylene Tetrahydrofolate Reductase Deficiency MTHFR
OMIM:236270 Homocystinuria-megaloblastic Anemia, Cbl E Type MTRR
OMIM:250940 Homocystinuria-megaloblastic Anemia, Cblg Complementation Type MTR
ORPHA:542643 Livedoid Vasculopathy /
OMIM:601775 Megaloblastic Anemia, Folate-responsive SLC19A1
HP:0002160  Hyperhomocystinemia ORPHA:2169 Methylcobala_min !)efic_iency_t Type Cble _ MTRR
ORPHA:79284  Methylmalonic Acidemia With Homocystinuria Type Cblf LMBRD1
ORPHA:79282  Methylmalonic Acidemia With Homaocystinuria, Type Cblc MMACHC
OMIM:277400 Methylmalonic Aciduria And Homocystinuria, Cblc Type HRDX?
MMACHC
OMIM:277410 Methylmalonic Aciduria And Homocystinuria, Chld Type MMADHC
OMIM:277380 Methylmalonic Aciduria And Homocystinuria, Chif Type LMBRD1
OMIM:614857  Methylmalonic Aciduria And Homocystinuria, Cblj Type ABCD4
ORPHA:88618 S-adenosylhomocysteine Hydrolase Deficiency AYHC

11 Génes impliqués dans I'hyperhomocystéinémie : ABCD4, AHCY, CBS, LMBRDI1, MMACHC, MMADHC, MTHFR, MTR, MTRR, PRDX1, SLC19A1

Figure 10 : Exemple de I'arborescence HPO pour I’HP:0002160, et génes impliqués
Pour I'ontologie « hyperhomocystéinémie » (HP:0002160), 15 phénotypes OMIM sont décrits en lien avec 11 genes différents.

Les variants sont sélectionnés par le biologiste en fonction de la symptomatologie et des
antécédents personnels et familiaux du patient. L’analyse des résultats du NGS est donc
personnalisée et est fonction du patient et de son phénotype. La pathogénicité des variants
retenus est ensuite déterminée selon la classification ACMG gréace a différentes bases de
données en ligne (Varsome, Franklin, Clinvar, etc.). Sur le compte rendu, les variants sont
décrits selon les recommandations HGVS (le A de 'ATG initiateur de la traduction, a été choisi

comme n°l de la référence) et selon les régles de bonnes pratiques de la HAS (19).
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L’annotation des transcrits de génes est basée sur RefSeq Genes 105v2, NCBI. Le résultat
est finalement stocké de maniére sécurisée et confidentielle par le laboratoire pour 30 ans
comme le précise le code de la santé publique (53).

Les technologies de NGS ont considérablement amélioré les chances d'obtenir un
diagnostic génétique, car elles sont génétiguement et phénotypiqguement agnostiques dans
leur approche. Le séquencage simultané de chaque géne du génome détecte la grande
majorité des variations importantes présentes dans le génome d'un individu et permet
potentiellement de poser des diagnostics sur une gamme large de phénotypes, méme pour
les affections rares et ultra-rares, y compris celles avec lesquelles le clinicien peut ne pas étre

familier (54). Dans ce cadre, plusieurs types d’approches ont été développées.

3.2) Approche ciblée, par panel, WES ou WGS
La multitude de données générées par le NGS rend son interprétation difficile. Pour chaque
patient, plusieurs milliers de variants peuvent étre décelés. De méme, pour une indication

précise, de nombreux génes peuvent étre impliqués (Tableau IV).

Tableau IV : Exemple de pathologies et nombre de génes impliqués d’aprés Lamoril et
Bogard (55)

Nombre de génes

Famille de pathologies Exemple de pathologies . o
p g p P 9 impliqués
cancers Cancers héreditaires (sein, syndrome de 2-50
Lynch, HNPCC)
Maladies cardiaques Cardiomyopathies 50-70
Troubles du métabolisme énergétique 656
Troubles métaboliques _ cellulaire _ 23-28
Anomalies congénitales de la glycosylation 37-450
Maladies mitochondriales
Divers RASopathies 10
Troubles de la croissance osseuse 12

Ainsi, plusieurs approches ont été développées et sont utilisées dans les différents centres
spécialisés en fonction des besoins diagnostiques et les ressources disponibles dans les
centres spécialisés. Le choix de I'approche dépend des colts de I'analyse, de l'indication du
test, du nombre de génes potentiellement responsables, et des limites interprétatives de la

multitude de données générées par I'analyse (Tableau V).

- Approche ciblée : elle ne permet I'analyse que d’'un nombre restreint de génes ou de loci.
Plusieurs techniques sont disponibles et incluent le séquengage complet ou partiel d’'un

géne par Sanger, 'analyse des courbes de fusion par HRM, le comptage de répétitions de
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triplets par PCR quantitative et la MLPA. Ce sont des techniques limitées de par leur faible
couverture, mais qui sont souvent suffisantes dans le cadre de syndromes bien
spécifiques, comme Prader-Willi, Angelman, X Fragile (56), etc. Elles permettent
également de pallier les limites du NGS, peu performant dans I'analyse des séquences
répétées, homologues ou riches en GC, et des CNV (57).

Approche par panel : Pour de nombreux troubles, la variabilité clinique et I'nétérogénéité
du locus génétique sont suffisamment importantes pour qu'une approche par panel de
geéenes soit appropriée pour un diagnostic moléculaire efficace et rapide. Les panels utilisés
pour une indication ne sont pas forcément identiques d’'un laboratoire a I'autre. Selon les
étiologies et les habitudes diagnostiques du laboratoire, un panel peut couvrir moins d’'une
dizaine de genes, a plusieurs milliers. Il existe des panels commerciaux (TruSight Cardio,
TruSight One, TruSight Inherited Disease, etc.) ou des panels « faits maison », pour des
indications particuliéres. Par rapport aux approches ciblées, les approches par panel ont
une meilleure sensibilité et sont utiles dans le diagnostic différentiel dans le cas ou
I'altération de plusieurs génes différents induit des présentations cliniques similaires (58).
Néanmoins, plus le nombre de génes séquencés augmente, plus le risque de découverte

fortuite augmente.

Whole Exome Sequencing : Cette approche ressemble a celle par panel, mais dans ce
cas, la quasi-totalité de 'exome du patient est séquencée. La quantité de données
générées est ainsi plus importante : augmentant la couverture du génome total et ainsi la
probabilité que le géne responsable de la pathologie soit inclus dans les données ; mais
rendant l'analyse plus complexe, avec des risques de découvertes fortuites encore
augmentés, et des risques de faux négatifs (59,60). De plus, avec les technologies
actuelles, quelle que soit le type de capture utilisé, il n’est statistiquement pas possible de
capturer toutes les séquences codantes. En moyenne, 90 a 95% des exons peuvent étre
capturés, laissant des trous dans la couverture qui diminuent la sensibilité du test (55).
Ainsi, malgré la meilleure couverture prodiguée par le WES, I'approche par panel reste
utilisée en raison des faibles colts de séquencgage, des délais d'exécution courts, et d’'un
taux de découvertes fortuites qui reste correct, en ne manquant qu’environ 3-10 % des

mutations détectables par I'exome entier séquencage (WES) (61,62).

Whole Genome Sequencing : cette approche permet le séquengage complet du génome.
Théoriquement le WGS est la meilleure approche car elle produit les données les plus
completes sur le génome d'un individu. Il permet de plus une couverture plus uniforme de

I'exome (du fait de sa sensibilité moindre aux régions riches en GC (63)), permet la
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détection de variants introniques et facilite I'appel des variants de structure. Mais, méme

compte tenu des récentes évolutions techniques, les colts et temps d'analyse limitent

encore sérieusement la mise en ceuvre du WES dans le cadre des diagnostics de routine

(64).
Tableau V : Comparaison des différentes approches de séquencage (64)
Approche Ciblée Panel WES WGS
Hétérogénéité
cliniqgue importante
(Autisme)
Diagnostic
différentiel Coexistence de
Hétérogénéité de (Cardiomyopathie) ) plusieurs 3 i -
I " phénotypes non liés  Mémes indications
ocus minimale :
Pathologies avec que WES
(CFTR) : : .
manifestations Clinique non
Cliniaue spécifique cliniques spécifique, sans Présentation
Indications ~1niq bectliqu communes (ex : orientation clinique tres
orientant vers un géene . : ) . . . ;
(Exemple) g Epilepsie) diagnostique évocatrice d’un
spécifique (PAH pour |
PCU) _ (Syndrom_e de trgub e avec W_ES
Maladies Kabuki) négatif (Suspicion

Couverture de la
région ciblée
Profondeur
Découvertes

fortuites et
classe Il

Détection CNV

Détection
variants
introniques
(>30pb des sites
donneurs et
accepteurs)

Prix

Répétition de triplets

(FMR1 pour X Fragile)

100%
Non applicable

©

Oui

Non

SIS)

associées a des
genes d'une voie
ou d'une structure
commune
(RASopathies)

100%
(Si complété par
Sanger)
>500X

2]

Généralement
non

Non

© (Selon les
panels)

Le phénotype est
indistinct et la
véritable cause
sous-jacente n'est
pas facile a identifier
(Diarrhées
congénitales)

97,5%
>50-100X

oD

Si > 3 exons

Non

de variant
intronique)

>97,5%
>30X

SIS

Oui

Oui

DD P (3 fois plus
gue WES)
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3.3) Principales limitations du NGS
Malgré les énormes quantités de données produites, les différentes approches disponibles et
les performances des séquenceurs, le séquencage de 2eéme génération présente des

limitations.

- Reads courts : Quel gue soit la technologie utilisée, elle aboutit & la production de reads

relativement courts (moins de 1 kb). Ces faibles tailles ne permettent pas d’apprécier
correctement les éléments du génome plus longs et complexes, comme les régions
fortement répétées (dont les répétitions de triplets (65)) et les variations de structure.
L’alignement des reads des régions répétées est en effet complexe et souvent incorrect
en I'absence de point de repére sir, d’autant que ces éléments représentent la moitié du
génome humain. De méme, en l'absence de chevauchement read-réarrangement de
structure, ces derniers sont invisibles au séquengage (66). Cela pose probléme, car les
variants de structure sont fréquemment pathogénes. Par exemple, les translocations
équilibrées peuvent étre responsables de pathologie du point de cassure (67).
De plus, la faible longueur des reads ne permet pas de caractériser le caractére « cis » ou
« trans » de 2 variants trop éloignés. Ainsi, en cas de présence de 2 variants pathogénes
sur le méme geéne, il n'est pas forcément possible de conclure si les variants sont
effectivement sur des alléles différents ; et I'interprétation de ceux-ci nécessite d’autres
explorations complémentaires.

- Régions riches en GC : Ces régions sont difficles a amplifier du fait de la possible
formation de structure secondaires. Ainsi, une amplification clonale par PCR est
nécessaire avant le séquencgage pour augmenter le signal (68). Cette étape d’amplification

supplémentaire est donc une source de biais supplémentaire.

- Variation du nombre de copies (CNV, Copy number variation) : une des limitations
majeures de l'utilisation du NGS en diagnostic est sa capacité a détecter les CNV. Les
techniques de référence pour la détection de ces anomalies de nombre restent la MLPA
et les puces a ADN en microréseaux. De plus en plus d’outils se développent pour
permettre d’améliorer la détectabilité des CNV par NGS. La plupart d'entre eux peuvent
appeler de maniére fiable des CNV de grande taille (dans l'ordre des mégabases) mais
présentent des performances moyennes pour les petits CNV affectant seulement un ou

guelques exons (69).

Ainsi, méme si le séquencage haut débit a grandement facilité 'accés a la médecine
moléculaire, d’autres technologies de séquencage ont di étre développées pour pallier ces

limites techniques.
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3) Séquencages de 3¢me génération

4.1) Single-Molecule Real-Time Sequencing (Pacific Biosciences)

Il s’agit de la 1ére technique de séquencage de 3éme génération. Le séquencage SMRT a
introduit la capacité d'acquisition de séquences en temps réel pour des longueurs de lecture
> 1 kb en utilisant le séquencgage par synthése et détection optique. Cette technologie utilise
une matrice d’ADN circulaire simple brin formée a partir d’'un fragment linéaire double brin,
aprés ligature d’adaptateurs en épingle a cheveux sur les deux extrémités. Celles-ci sont
ensuite dispersées individuellement dans des « nanopuits » avec au fond, une ADN
polymérase qui effectue une amplification continue de la matrice circulaire. Les nucléotides
incorporés, étant marqués, libérent un signal fluorescent lors de leur intégration a la séquence.
Le signal est ensuite enregistré par un lecteur optique en temps réel. En amplifiant
continuellement la matrice circulaire, la séquence de la matrice et des brins complémentaires
est capturée plusieurs fois, augmentant ainsi la profondeur de lecture et la précision de I'appel
de base. L’amplification est continue jusqu’a expiration de la durée de vie fonctionnelle de la

polymérase : ainsi, plus le read est long, plus la profondeur sera faible (70).

Cette technique ne permet que des lectures relativement courtes (par rapport aux autres
techniques de séquencage de 3éme génération) avec une trés grande précision, tandis qu'une
approche alternative de modele linéaire permet des longueurs de lecture plus longues mais

une précision inférieure (70).

4.2) Nanopore Sequencing (Oxford Nanopore Technologies)

Cette technologie utilise un séquenceur portable qui met a profit une grille de nanopores
biologiques intégrés a une membrane. MinlON® identifie les bases d'ADN en mesurant les
changements de conductivité électrique générés lorsque les brins d'ADN traversent un pore
biologique. Les molécules d’ADN sont préparées en ajoutant un adaptateur en épingle a
cheveux a une extrémité de la molécule double brin. Puis, grace a une hélicase et une protéine
motrice attachée a la matrice, I'ADN (alors simple brin) peut traverser le nanopore. Les bases
passent alors 'une aprés 'autre devant un capteur, qui enregistre les changements de courant
électrique caractéristiques de chaque base. L’analyse de ces courants permet de déterminer
la séquence d’ADN (71). Ainsi, aucune étape d’amplification n’est nécessaire, et
théoriguement, la maitrise de cette technique permettrait de séquencer chaque brin d’ADN en
un seul read. De plus, comme le processus de séquencage utilise trées peu de réactifs
épuisables, l'analyse peut théoriguement se poursuivre efficacement jusqu'a ce qu'un résultat

satisfaisant soit obtenu. Actuellement, le séquencage Nanopore a des taux d'erreurs
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beaucoup trop élevés (~15%) pour étre utilisé en routine diagnostique, mais la longueur des

reads lus augmente rapidement. Des reads de plus 2 Mb ont déja été enregistrés (72).

4.3) Synthetic Long Reads (Illumina and 10X Genomics)

La technologie SLR s'appuie sur un systeme de code-barres pour associer des fragments qui
sont séquencés sur des séquenceurs courts. Actuellement, deux systemes existent : la plate-

forme de séquencage lllumina SLR et le systeme a base d'émulsion 10X Genomics.

- Avec le systéeme lllumina, I'ADN génomique est cisaillé en fragments de 8 a 10 kb, suivi
d'une ligature d'adaptateur « fragment long », qui peut étre utilisée pour désigner les
extrémités des contigs lors de I'assemblage de lecture courte en aval. Ces gros fragments
sont ensuite répartis dans une plague de microtitrage (plus de 3000 fragments par puits)
et subissent un cisaillement supplémentaire et un ajout d'adaptateur par le biais d'un
processus de tagmentation. Chaque puit contient un seul code-barres. L'ADN est ensuite
regroupé et soumis a un séquencage lllumina classique suivi d'un assemblage local pour
reconstruire les longs fragments d'origine (73).

- Avec le séquencage a base d'émulsion 10X Genomics, des fragments d'ADN naturels
allant jusqu'a 100 kb sont mélangés dans des micelles dans une émulsion (« GEM ») avec
des billes de gel contenant des séquences d'adaptateur et de code-barres. Dans chaque
GEM, la bille de gel se dissout et des petits fragments d'ADN sont amplifiés a partir des
gros fragments originaux, chacun avec un code-barres identifiant le GEM source. Les
fragments sont ensuite regroupés savant de subir un séquencage classique lllumina®. Les
lectures obtenues sont assemblées pour former une série de fragments ancrés sur une
étendue de 50 kb (73).

4) Classification des variants

Les conséquences phénotypiques des différents variants ne sont pas équivalentes en termes

de pathogénicité.

Face au nombre quasi infini de variations génomiques possibles, il a fallu mettre en place des
régles permettant de classifier et d’interpréter les variants. Celles-ci, de nos jours largement
adoptées par la communauté, ont été décrites en 2015 par I'’American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) (74). Les variants sont ainsi divisés en 5 classes : Bénin
(classe 1, NGS diag), Probablement bénin (classe 2, NGS diag ), Signification incertaine
(classe 3, NGS diag ), Probablement pathogéne (classe 4, NGS diag ) et Pathogéne (classe
5, NGS diag) (74,75).
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Les variants sont évalués selon des données épidémiologiques, structurales, fonctionnelles,
de ségrégation, bibliographiques, cliniques et généalogiques. D’autres critéres sont pris en
compte, comme les variants associés et la prédiction sur la fonction protéique (via des outils
de prédiction in silico). Puis chaque argument est étiqueté en fonction de son caractére plus
ou moins pathogene (PVS ; PS; PM; PP ; BA; BS ; BP) (74). Enfin, la classe du variant est

attribuée selon les éléments décrits sur la figure 11.

Arguments en faveur de la pathogénicité du variant :
Argument Trés fort Exemple: PVS1
Fort Exemples : PS4, PM3_fort
Moyen Exemples : PM2, PP1_moyen

Exemples :
Arguments en faveur du caractére bénin du variant :
Argument suffisant Exemple: BA1
Fort Exemples : BS1, BS3

Exemples :
[ eatHogene | |[] hromnotemenT [] eenin
] PV51+PS [J PVS1 + PM ] Critéres [1BS+ [] BAl
[ PVS1+ 2PM ] PS+ PV neuffisants O O 28BS
C1PVS1+PM + 77 || ] PS+ [ Critdres

contradictoires

[ PVS1+ O 3PM
1 2Ps O 2pPm +
O PS+3PM O ipm+
O PpPs+2PM+
OPS+PM+

Figure 11 : Homogénéisation de la classification des variants (75)

Ces éléments permettent de classer les variants de maniere standardisée. Cependant, les
variants inconnus ou localisés dans des génes sans lien clairement identifié avec une
pathologie, seront souvent classés comme ayant une signification incertaine (classe lll). Dans
ce cas, pour permettre d'étudier I'impact sur la protéine, il faudra réaliser des études

complémentaires (études fonctionnelles, études de ségrégation, ...).

Enfin, l'interprétation finale des variants reste a I'appréciation du biologiste en charge
du dossier, éventuellement a la suite d’'une réunion pluridisciplinaire, et en fonction de I'état
actuel des connaissances et des informations disponibles. Suivant I'évolution de celles-ci, un
variant peut étre amené a étre reclassé, et son implication dans la pathogénicité d’'un patient,
réévaluée. (76)
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II) Problématique de I’étude

A) CONTEXTE DE L'ETUDE

Le CHRU de Nancy est 'un des 8 CRMR du métabolisme en France. Le Département de
Médecine moléculaire du Laboratoire de BBMN fonctionne en collaboration avec différents
services cliniques, incluant : les centres de référence des maladies héréditaire du métabolisme
et de compétence en médecine vasculaire ; et les différents péles cliniques du CHRU. Il permet
de proposer une démarche d’expertise et de diagnostic en médecine moléculaire au niveau
local, régional, national et international sur les thématiques reconnues du Laboratoire

(Anomalies héréditaires du métabolisme, en particulier le métabolisme des monocarbones).

Une augmentation constante de I'activité de Médecine Moléculaire du Laboratoire de
BBMN au cours des 5 derniéres années est observée du fait de l'intégration en clinique de
routine du diagnostic moléculaire dans les démarches diagnostiques des pathologies
présentant une forte suspicion d’étiologie génétique. Cette croissance permet au laboratoire
de conserver les données clinico-biologiques d’'un nombre important de patients ayant

bénéficié d’'un diagnostic moléculaire grace au séquencage haut débit.

B) DESCRIPTION DE LA COHORTE

Entre janvier 2016 et décembre 2019, 603 séquengages d’exome clinique ont été réalisés au
laboratoire BBMN du CHRU de Nancy. 426 concernent des patients « index » présentant un
phénotype de maladie mendélienne. Les CES restant ont été réalisés chez des apparentés de
ces cas index. Cette étude rétrospective observationnelle décrit les résultats de 603 CES
consécutifs, réalisés au CHRU de Nancy, en tant que test génétique de 1ére ligne dans le

diagnostic de maladie rare.

Les prescriptions (dans le cadre du diagnostic phénotypique et génétique) ont été
réalisées par un clinicien disposant des connaissances et compétences nécessaires au

diagnostic.

Les données administratives et cliniques des patients ont été récupérées par revue
systématique des dossiers médicaux électroniques disponibles (sur le logiciel DxCare® :
Dedalus France, Le Plessis Robinson, France) pour les patients suivis au CHRU de Nancy ou
grace aux informations renseignées sur les prescriptions médicales pour les patients hors
CHRU de Nancy.
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Les différentes indications des prescriptions recueillies ont ensuite été classées en 14
familles, elles méme divisées en « sous famille », lorsque cela était possible et pertinent en

fonction des effectifs. Le détail des indications est disponible sur la figure 12.

C) OBJECTIFS DE L’ETUDE

Cette étude rapporte les résultats d’expérience de plus de 600 séquencages d'exomes
cliniques effectués en situation réelle dans un centre de référence en tant que test génétique
de 1ére ligne, chez des patients adultes et pédiatriques suspectés d’étre atteints de troubles

mendéliens.

L’objectif principal est de déterminer l'efficacité du CES en termes de rendement

diagnostique.

Les objectifs secondaires sont d’identifier des facteurs prédicteurs de I'utilité clinique
du CES pour établir un diagnostic moléculaire, confirmer le diagnostic suspecté et orienter la

stratégie thérapeutique.
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Nombre de NGS réalisés par indication

MIEtabolis e e | O 8
Monocarbones 127
Meétabolisme - Autre
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Pathologie lysosomale
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Hyperinsulinisme
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Hyperbilirubinémie
Trouble metabolisme phospho-calcique
Maladie péroxisomale
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Dyslipidemie
Hypercholesterolemie ———— s 55
Hypertriglyceridemie
Hypobétalipoprotéinémie
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Dyslipidemie mixte
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Figure 12 : Répartition des indications classés par famille de maladie selon les informations
disponibles en pré-CES
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ABSTRACT

Importance: While several studies have focused on the diagnostic yield of clinical exome
sequencing (CES), no study assessed the predictors of CES utility among patients with various
Mendelian phenotypes, such as those observed in the setting of a molecular medicine
department.

Objective: To assess the effectiveness of CES as a first-level genetic test for making a
molecular diagnosis in patients with a Mendelian phenotype and to seek independent
predictors of the clinical utility of CES.

Design: Retrospective observational study on consecutive patients.

Setting: Referral center in the North-East of France within the “French National Plan for Rare
Diseases” framework.

Participants: Adult and pediatric patients with Mendelian phenotypes.
Exposure: Clinical exome sequencing.

Main Outcome(s) and Measure(s): The study outcomes were the discovery of at least one
pathogenic or likely pathogenic variant, the “Confirmation of the suspected clinical diagnosis
by CES”, and “CES-guided treatment strategy”.

Results: Between January 2016 and December 2019, 603 patients (426 probands and 177
siblings) underwent CES at the Department of Molecular Medicine of the University Hospital
of Nancy. The median age of the probands was 34 years (IQR, 12—48) and the proportion of
males was 46.9% (200/426). Adults and pediatric populations represented 64.8% (276/426)
and 35.2% (150/426), respectively. The median test-to-report time was 5.6 months (IQR, 4.1—
7.2). The CES revealed 203 pathogenic or likely pathogenic (P/LP) variants in 160 patients,
corresponding to a diagnostic yield of 37.6% (160/426). This figure was 60.8% (259/426) when
VUS variants were included in the diagnostic yield analysis. Independent predictors of CES
utility were criteria strongly suggestive of an extreme phenotype, including pediatric
presentations and patients’ phenotypes associated with an increased risk of a priori probability
of amonogenic disorder, the inclusion of at least one family member in addition to the proband,
and a CES prescription performed by an expert in the field of rare genetic disorders.

Conclusions and Relevance: Using a large dataset of consecutive patients with various
Mendelian phenotypes referred for CES as a first-tier genetic test, we report a diagnostic yield
of ~40% and several independent predictors of CES utility that could improve CES diagnostic
efficiency.

Fundings: INSERM UMR_S 1256, Nutrition, Genetics, and Environmental Risk Exposure.

Keywords: clinical exome sequencing; diagnostic yield; predictors of clinical utility; Mendelian
phenotype; reference center; case-consecutive series.
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Key Points

Question: Are there any factors that could predict the effectiveness of clinical exome
sequencing (CES) in patients with Mendelian phenotype?

Findings: In this retrospective observational study on consecutive adult and pediatric patients
with Mendelian phenotypes, independent predictors of CES utility were criteria strongly
suggestive of an extreme phenotype, the inclusion of at least one family member in addition to
the proband, and a CES prescription performed by an expert in the field of rare genetic
disorders.

Meaning: Our results could be translated into several perspectives from the clinicians’ point of
view and pave the way toward better CES prescription strategies to optimize CES diagnostic
efficiency.
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1. INTRODUCTION

Rare diseases affect more than 400 million people worldwide, corresponding to an estimated
cumulative population prevalence of = 3.5 to 5.9%, according to the Orphanet database (77).
Genetic disorders represent 72% of rare diseases and 70% have an exclusive pediatric onset
(77). The advent of high throughput sequencing methods for DNA analysis has revolutionized
the diagnostic approach of patients with suspected genetic disorders (78). In recent years,
several studies have reported the usefulness of clinical exome sequencing (CES) (78-85),
whole-exome sequencing (WES) (86—91), and whole-genome sequencing (WGS) (90-96) in
patients with highly suggestive Mendelian phenotypes and reported diagnostic yields ranging
from 9 to 61%, 32 to 74%, and 16 to 42%, respectively. In neonates and infants with critically
ill conditions, CES, WES, or WGS approaches achieved a molecular diagnostic rate of 37 to
72% (97-105).

All studies that assessed high throughput sequencing methods for obtaining molecular
diagnoses have focused on the diagnostic rate as the primary outcome. Few studies assessed
whether baselines patients’ characteristics could predict exome sequencing efficiency for
establishing a molecular diagnosis. However, to our knowledge, no study has assessed the
predictors of exome sequencing clinical utility, including the diagnostic yield, the confirmation
of the suspected clinical diagnosis, and therapeutic guidance based on the molecular
diagnosis report.

Here, we report a real-life setting experience on more than 600 CESs performed at a referral
center as a first-tier genetic test among adult and pediatric patients with various Mendelian
phenotypes, including inherited metabolic disorders. We assessed the CES efficiency for
achieving a molecular diagnosis and reported independent predictors of CES clinical utility.
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2. PATIENTS AND METHODS

2.1. French framework for the diagnosis and management of genetic disorders

As previously reported (78), the management of genetic disorders in France is organized
around specialized reference centers within the “French National Plan for Rare Diseases”
framework. One of these centers is located at the University Hospital of Nancy (ORPHAG67872)
and receives patients referred by their treating physician when a genetic disease is suspected.
Genetic testing is performed after the formal written consent from the adult patient or proband’s
parents in the case of pediatric patients. In France, in the setting of the diagnosis of genetic
disorders and inborn errors of metabolism, the CES is 100% covered by the French health
care system (78).

2.2. Study design, setting, and patients’ selection criteria

We carried out a retrospective observational study on consecutive patients who underwent
CES at the Department of Molecular Medicine at the University Hospital of Nancy (Nancy,
France), as a first-tier genetic test to investigate a Mendelian phenotype. The inclusion criteria
were: i) CES prescribed between January 2016 and December 2019; ii) adult or pediatric
patients; and iii) CES prescribed for a suspected genetic disorder other than phenylketonuria
or hyperphenylalaninemia for whom a dedicated molecular diagnostic approach is available
via Sanger and/or targeted gene panel sequencing. There were no exclusion criteria. The study
was observational, meaning that all clinical evaluations, biochemical investigations, imaging
examinations, and clinical diagnoses were performed at the discretion of the treating
physicians. The institutional review board of the University Hospital of Nancy approved the
study.

2.3. Data collected for the study

The following CES-related administrative and clinical data were retrieved through electronic
chart review using DxCare® software (Dedalus France, Le Plessis Robinson, France) for
patients followed at the University Hospital of Nancy or medical prescriptions for patients
outside the University Hospital of Nancy: institution (university hospital, regional hospital, or
private practice); setting (outpatient clinic, hospital department at the University Hospital of
Nancy, medical day hospital, or outside the University Hospital of Nancy); adult of pediatric
department; geographical region; department of CES prescription; proband vs. sibling; trio
analysis (yes/no); gender; date of birth; date of CES prescription (age at CES prescription
expressed in years); date of CES clinical report; date of the molecular diagnosis report
established by the molecular medicine physician (test-to-report time expressed in months);

suspected diagnoses that were regrouped and classified in main categories based on the
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recruitment of the Department of Molecular Medicine and the Reference Center for Inborn
Errors of Metabolism (metabolic disorders; dyslipidemia; liver and biliary tract disorders;
neurological disorder; inflammatory and auto-inflammatory disease; developmental
abnormality; mitochondrial cytopathy; pancreatitis; intestinal absorption disorders; myopathy;
osteogenesis imperfecta; lipodystrophy; primary immunodeficiencies; and miscellaneous
conditions). CES-related genomic data were extracted from the molecular diagnosis report
established by the molecular medicine physician and included: the number of retained variants;
variant annotation of each genomic variant (#1 to #4 in the order reported in the CES report)
according to the Human Genome Variation Society nomenclatures using both coding DNA (c.)
and protein reference sequences (p.); gene; variant classification according to the American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) criteria (74); patients’ genotype status.
We assessed patients’ follow-up data regarding the clinical utility of the CES as reported by
the prescribing physician: 1) confirmation or contribution to the clinically suspected diagnosis

and 2) patient’s treatment adaptation based on the conclusions of the CES report.
2.4. Next-generation sequencing

We performed CES using the TruSight One panel on an Illumina MiSeq platform (lllumina,
Evry, France) or TruSight One expanded panel on an lllumina NextSeq 550 platform, in
compliance with the French Accreditation Committee requirements, at the University Hospital
of Nancy and the Functional Genomics Facility of the INSERM unit UMR_S 1256 (NGERE),
as previously described (78,106,107). At the Department of Molecular Medicine at the
University Hospital of Nancy and the National Reference Center for Inborn Errors of
Metabolism, we opted for a strategy based on lllumina TruSight captures that cover a large
number of disease-associated genes instead of choosing a full-exome-based approach. The
TruSight One Sequencing Panel provides comprehensive coverage of >4800 disease-
associated genes, while the TruSight One Expanded Sequencing Panel targets ~1900
additional genes with recent disease associations in the scientific literature (Supplemental
Table 1). We used Nextera and Nextera Flex enrichment solutions with the TruSight One and
TruSight One Expanded captures, respectively. The TruSight One Expanded and TruSight
One panels cover 100% and 82% (145/176) of the 176 mitochondrial nuclear genes reported
in Supplemental Table 1. Bioinformatics analysis was performed as previously described
(78,107-109). The Burrows-Wheeler Aligner (BWA) software package was used to map all
reads to GRCh37/hgl9 annotation using the BWA-MEM algorithm. PCR duplicates were
removed from alignments using the Picard (MarkDuplicates) tool
(http://broadinstitute.github.io/picard). Indels were realigned using the Genome Analysis
Toolkit (GATK) (110). SNVs and short indels were called using the GATK HaplotypeCaller

software (110). We used the following strategy for filtering and prioritizing the genetic variants:
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Step #1: Import all retrieved genetic variants; Step #2: Retain only low frequency and rare
variants by excluding variants with a reported alternative allele frequency (AAF) >5% in the
following databases: The Exome Aggregation Consortium (ExAC) and the Genome
Aggregation Database (gnomAD Exomes). The aim of step #2 is to retain rare (AAF<1%) and
low-frequency (AAF<5%) variants that exhibit relatively large effects on disease risk, such as
those involved in severe monogenic diseases (111); Step #3: Exclude intronic variants other
than splice donor, splice acceptor or splice region variants or synonymous variants; Step #4:
Prioritization of genetic variants for their association with the studied phenotype using the SVS-
PhoRank gene ranking algorithm based on the Phevor algorithm (111). The Phevor algorithm
scores ontology terms based on their proximity to patient’s phenotypes. The SVS-PhoRank
score was calculated according to the RefSeq Genes 105v2, NCBI gene source, using the
following ontologies: Human Phenotype Ontology, Gene Ontology, and OMIM Phenotype
Ontology. Functional variant annotation was performed using the following tools:
MutationTaster (112), Functional Analysis through Hidden Markov Models (FATHMM) (113),
MetaSVM / MetalLR scores (114), Sorting Tolerant From Intolerant (SIFT) (115), Protein
Variation Effect Analyzer (Provean) (116) , and deleterious annotation of genetic variants using
neural networks (DANN) (117). Variant pathogenicity was reported according to the ACMG
criteria (74). All retained and top-prioritized variants were systematically assessed for their
Clinvar annotation (118). All the genetic variants retained in the molecular diagnosis report
had to meet high-quality metric criteria (read depth [RD] >20, alt-read ratio [ARR] >0.2,
genotype quality score [GQ] of 99). All the genetic variants retained in the bioinformatics
analysis were confirmed by visual inspection of the read-level data of BAM files. Sanger
confirmatory sequencing has been performed in rare cases of variants with suboptimal quality
metrics indicators (e.g., splice donor or acceptor variants, homozygous variants). Large
structural variations were not assessed. All bioinformatics analyses, including the SVS-
PhoRank gene ranking algorithm, were performed using the SNP & Variation Suite (v8.9.0;
Golden Helix, Inc., Bozeman, MT, USA).

2.5. Study aims and outcomes

The aims of the study were: i) to assess the CES efficiency for achieving a molecular diagnosis
as a first-tier genetic test in patients with a Mendelian phenotype in the whole cohort and
according to the suspected diagnoses; ii) to look for predictors of discovering at least one
variant classified as pathogenic or likely pathogenic (LP) (P/LP); iii) to look for predictors of
confirming the suspected clinical diagnosis; and iv) to look for predictors of a CES-guided

treatment strategy by the prescribing physician.
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The study outcomes were the discovery of at least one P/LP variant, the “Confirmation of the
suspected clinical diagnosis by CES”, and “CES-guided treatment strategy”. In the diagnostic
yield analysis, we considered patients for whom the CES report retained at least one genetic
variant classified as P/LP or by using a broader definition by adding patients with at least one
genetic variant classified as of uncertain significance (VUS). The assessment of the
“Confirmation of the suspected clinical diagnosis by CES” and “CES-guided treatment
strategy”, as outcomes, was based on chart review and the medical consultation report made
by the prescribing physician following the molecular diagnosis restitution to the patient or the

parents’ proband.
2.6. Statistical Analysis

Categorical variables were summarized as frequency counts and percentages with the 95%
confidence interval (95% Cl). Quantitative variables were expressed as medians and
interquartile range (IQR, 25" and 75™ percentiles). We used univariate logistic regression to
look for predictors of: i) discovering at least one variant classified as P/LP; ii) confirming the
suspected clinical diagnosis; iii) a CES-guided treatment strategy by the prescribing physician.
All the significant variables retrieved in univariate analyses were integrated into a multivariable
logistic regression model to look for the variables independently associated with the studied
outcomes. All variables with P<0.1 were included in the model and the variables with P<0.05
were retained in the model. Results are shown as odds ratios (ORs) and 95% CI for each
independent predictor, and the percentage of cases correctly classified by the logistic
regression model. We assessed model discrimination using ROC analysis and the percentage
of cases correctly classified by the model. We assessed the goodness of fit of the model using
Nagelkerke R2 and Cox & Snell R? statistics (119). All statistical analyses were conducted
using MedCalc, version 19.5.3 (MedCalc Software, Ostend, Belgium) and SVS (v8.8.1; Golden
Helix, Inc., Bozeman, MT, USA).

3. RESULTS
3.1. Study population

Between January 2016 and December 2019, 603 patients (426 probands and 177 siblings)
underwent CES at the Department of Molecular Medicine of the University Hospital of Nancy
(Table 1). The median age of the probands was 34 years (IQR, 12-48) and the proportion of
males was 46.9% (200/426). The majority of CES prescriptions originated from the University
Hospital of Nancy (96.7%, 412/426), mainly from outpatient clinics (83.3%, 355/426) and
hospital departments (7.5%, 32/426). Adults and pediatric populations represented 64.8%
(276/426) and 35.2% (150/426), respectively. Eighty percent of CESs were performed for

patients followed at the Reference Centre for Inborn Errors of Metabolism (53.8%, 229/426),
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the Department of Gastrointestinal & Liver diseases (15.7%, 67/426), or the Department of
Endocrinology and Nutrition (13.4%, 57/426) (Table 1). The main suspected diagnoses in
relation to CES prescription were metabolic disorders (40.6%, 173/426), dyslipidemia (17.8%,
76.426), liver and biliary tract disorders (15.3%, 65/426), and neurological disorders (6.3%,
271426) (Table 2). One-carbon metabolism disorders represented 24.4% of CES indications
(104/426) and more than 60% of CES performed in the setting of ‘Metabolic disorders’
(104/173). Among patients with dyslipidemia, more than 85% (66/76) of CESs were performed
in patients exhibiting hypercholesterolemia (46/66, 69.7%) or hypertriglyceridemia (20/66,
30.3%) (Table 2). Among patients with liver or biliary tract disorders, CESs were mainly
performed for exploring hyperferritinemia (19/426, 4.5%), a suspicion of low phospholipid-
associated cholelithiasis syndrome (12/426, 2.8%), or a cholestatic disorder (12/426, 2.8%),
totalizing 66% (43/65) of CES indications in this subgroup (Table 2).

3.2. Diagnostic yield of the clinical exome sequencing

The median test-to-report time was 5.6 months (IQR, 4.1-7.2). The median number of genetic
variants reported per patient in the CES was 1 (IQR, 0-2). The same figures were 1 (IQR, 0-
1) and 0 (IQR, 0-1) when P/LP/VUS variants or only P/LP variants were considered,
respectively. The proportions of patients with genetic variants according to the ACMG
classification are reported in Table 3, Figure 1, and Supplemental Figure S1. The CES
revealed 203 P/LP variants in 160 patients, corresponding to a diagnostic yield of 37.6%
(160/426) (Table 3 and Supplemental Figure S2). This figure was 60.8% (259/426) when
VUS variants were included in the diagnostic yield analysis (Table 3). The first two variants
(variants #1 and #2) classified as P/LP represented 96.1% (195/203) of all P/LP variants
reported (Figure 2 and Supplemental Figure S2).

The diagnostic yield of CES varied according to the suspected diagnosis (Table 4). When P/LP
variants were considered, the CES diagnostic yield was >40% for patients with neurological
disorders, dyslipidemia, developmental abnormalities, osteogenesis imperfecta, intestinal
absorption disorders, and lipodystrophy. When VUS variants were included in the evaluation
of CES efficiency, all suspected diagnoses subgroups had a diagnostic yield above 40%, with
the top items represented by osteogenesis imperfecta, neurological disorders, mitochondrial

cytopathy, dyslipidemia, inherited metabolic disorders, and lipodystrophy (Figure 3).

3.3.  Predictors of CES efficiency in univariate and multivariable analyses

3.3.1. Predictors of discovering at least one P/LP variant

In univariate analyses, several items were associated with discovering at least one genetic

variant classified as P/LP (Table 5). Among them, three maintained their significance in the
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multivariable analysis: ‘Suspected diagnosis subgroup, Lysosomal disorder (OR, 11.81
[95% CI, 1.35- 103.33]; P = 0.03), ‘Suspected diagnosis subgroup, Hypercholesterolemia’
(OR, 4.14 [95% CI, 2.15-7.96]; P<0.0001), and ‘Pediatric care department’ (OR, 1.96 [95% CI,
1.28-2.99]; P = 0.002) (Table 5). The univariate and multivariate analyses assessing the

predictors of retrieving at least one P/LP/VUS variant are reported in Supplemental Table S2.
3.3.2. Predictors of confirming the suspected clinical diagnosis

The CES report confirmed the suspected clinical diagnosis in 43.0% (183/426) of the patients
and contributed to the diagnosis in 7.5% (32/426) of them (Table 3). In univariate analyses,
several items were associated with a confirmation or a contribution to the suspected clinical
diagnosis (Table 6). Among them, three maintained their significance in the multivariable
analysis: ‘Suspected diagnosis subgroup, Hypercholesterolemia’ (OR, 2.94 [95% CI, 1.52—
5.70]; P = 0.001), ‘Exome sequencing on the proband and at least one family member’ (OR,
1.90 [95% CI, 1.20-3.01]; P = 0.007), and ‘Suspected diagnosis group, Liver disorder’ (OR,
0.30 [95% Cl, 0.14-0.65]; P = 0.002).

3.3.3. Predictors of a CES-guided Treatment Strategy in Univariate and
Multivariable

Sixty-two patients (14.6%) had their therapy guided by their physician based on NGS results.
In univariate analyses, several items were associated with a CES-guided treatment strategy
(Table 7). Among them, four maintained their significance in the multivariable analysis:
‘Confirmation of the suspected diagnosis, Yes or Contributive’ (OR, 3.75 [95% ClI, 1.74-8.12];
P = 0.0008), ‘Suspected diagnosis subgroup, Hypercholesterolemia’ (OR, 3.45 [95% ClI, 1.56—
7.66]; P = 0.002), ‘Number of genetic variants reported in the CES report per patient’ (OR, 1.44
[95% CI, 1.06-1.97]; P = 0.02), and ‘Department, Reference Center for Inborn Errors of
Metabolism’ (OR, 1.94 [95% Cl, 1.02—-3.69]; P = 0.04) (Table 7).

4. DISCUSSION

Using a retrospective observational study on more than 603 consecutive subjects, including
426 probands, who underwent CES as a first-tier genetic test to investigate a Mendelian
phenotype, we report a diagnostic yield ~ 38% for reporting P/LP variants. The CES diagnostic
yield was greater than 40% among patients with neurological disorders, dyslipidemia,
developmental abnormalities, osteogenesis imperfecta, intestinal absorption disorders, and

lipodystrophy.

The predictors independently associated with detecting at least one plausible P/LP variant

included a CES prescribed in a pediatric care department, a suspected lysosomal disorder, or
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hypercholesterolemia. Regarding the confirmation of the suspected clinical diagnosis,
independent predictors were a CES prescription for hypercholesterolemia and the inclusion of
at least one family member in addition to the proband. Finally, several predictors were
associated with a CES-guided therapy. They included the confirmation of the suspected
diagnosis by CES, a CES prescription originating from the Reference Center for Inborn Errors
of Metabolism, and the total number of genetic variants reported per patient.

Exome and WGS have been evaluated in genetic disorders with more evidence for CES, which
exhibited a molecular diagnostic yield ranging from 9 to 51% (78-105). The place of WGS in
the genetic diagnosis armamentarium is unclear, mainly due to the lack of reliable data
comparing these two approaches in terms of diagnostic efficiency. A study on 108 patients
suggested that WGS offered additional but limited clinical utility in this setting (120). A recent
study from the U.K. 100,000 Genomes Project reported a diagnostic yield of 25% for WGS on
a cohort of 2183 probands with a broad spectrum of rare diseases (96). Interestingly, the
diagnostic yield was higher among patients with suspected monogenic disorders (35%) when
compared to those with complex phenotypes (11%) (96). In our study, we identified three
predictors that were independently associated with CES diagnostic yield, including lysosomal
disorders and hypercholesterolemia, which correspond to monogenic diseases and CES
prescription from a pediatric care department. In this latter category, younger age at the time
of disease presentation may be considered a surrogate marker of extreme phenotype, thereby
increasing the risk of a priori probability of a monogenic disorder. Furthermore, and consistently
with the results from the U.K. 100,000 Genomes Project (96), the CES diagnostic yield in our
study was > 40% among patients with osteogenesis imperfecta, developmental abnormalities,
dyslipidemia, and neurological disorders, while it was < 25% among patients with more

complex presentations including immunodeficiencies and inflammatory diseases.

A limited number of studies assessed the predictors of CES or WGS utility among patients with
various Mendelian phenotypes (85,96,121). Bonaventura et al. reported the performance of
the Mayo hypertrophic cardiomyopathy genotype predictor score on 336 consecutive patients
with hypertrophic cardiomyopathy and reported a positive association between the clinical
score and the diagnostic rate of an NGS-based panel of 229 genes (121). A recently published
Australian study investigated the predictors of CES utility among 204 patients assessed in
multidisciplinary renal genetics clinics and reported a younger age at presentation as an
independent predictor of CES efficiency (85). The results from the U.K. 100,000 Genomes
Project confirmed that the diagnostic yields of WGS were the highest among family trios and
families with larger pedigrees (96). In line with these results, in our study, the inclusion of at
least one family member in addition to the proband was independently associated with the

confirmation of the suspected clinical diagnosis by the CES.
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Using a systematic approach and predefined outcomes, we assessed the clinical utility of CES
as a first-tier genetic test on a large dataset of consecutive adult and pediatric patients with
various Mendelian phenotypes. Our results could be translated into several perspectives from
the clinician’s point of view and a well-structured dialog framework between prescribing
clinicians and molecular medicine physicians. First, the clinical utility of CES could be assessed
on well-powered prospective studies using predefined inclusion criteria to allow a better
inference of the results on a large population. In addition, a randomized trial could be designed
to evaluate a first-line CES-based strategy in patients with high expected diagnostic yield
compared to a first-line WGS-based strategy in patients with low expected diagnostic yield
from CES, using a diagnostic yield cut-off » 25-30%, based on the results from the U.K.
100,000 Genomes Project (96). Second, in line with previous studies, our results reinforce the
added value of family-based CES prescription, notably when VUS variants are discovered
(122). Third, our study showed that a CES prescription performed in a reference center is more
likely to lead to a molecular diagnosis. Notably, the confirmation of the suspected diagnosis by
CES represented an independent predictor of CES-guided therapy. Our results support the
importance of prescribing CESs in close interaction between referring physicians with

expertise in genetic disorders and molecular medicine physicians.

We acknowledge several potential limitations of the study that should be considered in
interpreting our results. First, we report results from a retrospective single-center study that
need to be confirmed in independent cohorts (78). Second, given the constantly evolving
knowledge of gene and variant annotations, non-contributory CES may in the future reveal
variants upgraded for their pathogenicity (78). Third, the efficiency of CES is suboptimal in
detecting deep intronic or regulatory mutations and copy number variants (CNV) (78). In this
setting, WGS exhibited an improved diagnostic yield compared with targeted gene sequencing
panels, particularly by highlighting structural and non-exonic sequence variants not detectable
with whole-exome sequencing (123). Our study has several strengths. First, we reported one
of the most extensive European series of consecutive patients with a Mendelian phenotype
that assessed the diagnostic yield of a large CES panel in the routine practice of a Molecular
Medicine Department. Second, we reported a median CES test-to-report time of 5 months,
consistent with effective patient care. Third, in our bioinformatics analysis pipeline, we
systematically combined classical methods of variant filtration and annotation with the SVS-
PhoRank phenotype-driven computational algorithm, in line with our molecular diagnostic

strategy based on gene captures that spanned several thousand disease-associated genes.
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CONCLUSIONS

In conclusion, using one of the most extensive series of consecutive patients with various
Mendelian phenotypes, we evaluated the diagnostic yield of a large CES panel as a first-line
diagnostic strategy in a real-life setting. Independent predictors of CES utility in terms of
diagnostic performance and confirmation of the suspected diagnosis were criteria strongly
suggestive of an extreme phenotype, including pediatric presentations and patients’
phenotypes associated with an increased risk of a priori probability of a monogenic disorder,
the inclusion of at least one family member in addition to the proband, and a CES prescription
performed by an expert in the field of rare genetic disorders. Our results could be translated
into several perspectives from the clinicians’ point of view and pave the way toward better CES

prescription strategies to optimize CES diagnostic efficiency.
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TABLES

Table 1. Description of 426 Patients Assessed Using Clinical Exome Sequencing at the

Department of Molecular Medicine of the University Hospital of Nancy.

Demographics

Age at clinical exome sequencing (years) — n, median (IQR) 426 34 (12-48)
Female — n/N, % (95% ClI) 226/426 53.1 (48.3-57.8)
Male — n/N, % (95% CI) 200/426 46.9 (42.2-51.7)
Institution — n/N, % (95% CI)
University hospital 412/426 96.7 (95.0-98.4)
Regional hospital 13/426 3.1  (1.4-4.7)
Private practice 1/426 0.2 (0*-0.7)
Setting — n/N, % (95% CI)
Outpatient clinic, University Hospital of Nancy 355/426 83.3 (79.8-86.9)
Hospital department, University Hospital of Nancy 32/426 7.5 (5.0-10.0)
Medical day hospital, University Hospital of Nancy 71426 1.7  (0.4-2.9)
Outside the University Hospital of Nancy 32/426 7.5 (5.0-10.0)
Adult, pediatric Departments — n/N, % (95% CI)
Adult care department 276/426 64.8 (60.2-69.3)
Pediatric care department 150/426 35.2 (30.7-39.8)
Geographical region and city — n/N, % (95% CI)
Nancy 394/426 92.5 (90.0-95.0)
North-East region, outside Nancy 16/426 3.8  (1.9-5.6)
Other 16/426 3.8  (1.9-5.6)
Department — n/N, % (95% CI)
Reference Centre for Inborn Errors of Metabolism 229/426 53.8 (49.0-58.5)
Gastrointestinal & Liver diseases 67/426 15.7 (12.3-19.2)
Endocrinology and nutrition 57/426 134 (10.1-16.6)
Pediatrics 20/426 4.7  (2.7-6.7)
Neurology 12/426 2.8 (1.2-4.4)
Internal Medicine 11/426 2.6  (1.1-4.1)
Clinical genetics 8/426 19 (0.6-3.2)
Vascular medicine 5/426 12 (0.1-2.2)
Cardiology 4/426 0.9 (0-1.9)
Hematology 4/426 0.9 (0-1.9)
Nephrology 3/426 0.7 (0*-1.5)
Hematology-oncology 2/426 0.5 (0*-1.1)
Geriatrics 1/426 0.2 (0*-0.7)
Gynecology and Obstetrics 1/426 0.2 (0*-0.7)
Orthopedics 1/426 0.2 (0*-0.7)
Intensive care 1/426 0.2 (0*-0.7)
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Table 2. Description of the Suspected Diagnoses Associated with the Clinical Exome

Sequencing Prescriptions

Suspected diagnoses — n/N, % (95% CI)

Metabolic disorders 173/426 40.6 (35.9-45.3)
One-carbon metabolism disorders 104/426 24.4 (20.3-28.5)
Energy metabolism disorders 9/426 2.1 (0.7-3.5)
Organic acidurias 6/426 1.4  (0.3-2.5)
Congenital hyperinsulinisms 6/426 1.4  (0.3-2.5)
Lysosomal storage disorders* 6/426 1.4  (0.3-2.5)
Glycogen storage diseases 5/426 1.2 (0.1-2.2)
Hyperbilirubinemias 5/426 1.2 (0.1-2.2)
Peroxisomal disorders 5/426 1.2 (0.1-2.2)
Phenylketonuria 5/426 1.2 (0.1-2.2)
Calcium and phosphorus metabolic disorders ~ 5/426 1.2  (0.1-2.2)
Alkaptonuria 3/426 0.7  (0t-1.5)
Metabolic disorders, Miscellaneous 14/426 3.3 (1.6-5.0)

Dyslipidemia 76/426 17.8 (14.2-21.5)
Hypercholesterolemia 46/426 10.8 (7.8-13.8)
Hypertriglyceridemia 20/426 4.7  (2.7-6.7)
Hypolipoproteinemia 5/426 1.2 (0.1-2.2)
Mixed dyslipidemia 2/426 05  (0t-1.1)
Dyslipidemia, Other 3/426 0.7  (0t-1.5)

Liver and biliary tract disorders 65/426 15.2 (12.0-19.0)
Hyperferritinemia 19/426 45 (2.5-6.4)
Low phospholipid-associated cholelithiasis 12/426 2.8 (1.2-4.4)
Cholestatic disorders 12/426 2.8 (1.2-4.4)
Wilson’s disease 9/426 2.1 (0.7-3.5)
Cryptogenic cirrhosis 4/426 0.9 (0-1.9)
Chronic liver cytolysis 4/426 0.9 (0-1.9)
Alpha-1-antitrypsin deficiency 21426 0.5 (0+-1.1)
Polycystic liver disease 21426 05  (0+-1.1)
Liver steatosis 1/426 0.2  (0t-0.7)

Neurological disorder 27/426 6.3  (4.0-8.7)
Ataxia, hypotonia, paraparesis 13/426 3.1  (1.4-4.7)
Mental retardation with or without autism 5/426 12 (0.1-2.2)
Epilepsy 3/426 0.7 (0t-1.5)
Neurological disorders, Other 6/426 1.4 (0.3-2.5)

Inflammatory and auto-inflammatory disease 18/426 4.2  (2.3-6.1)
Auto-inflammatory diseases 17/426 4.0 (2.1-5.9)
Inflammatory diseases, Other 1/426 0.2  (0t-0.7)

Developmental abnormality 13/426 3.1 (1.4-4.7)
Heart defects 4/426 0.9 (0-1.9)
Neural tube defects 3/426 0.7 (0t-1.5)
Developmental abnormality, Other 6/426 14  (0.3-2.5)

Mitochondrial cytopathy 8/426 19 (0.6-3.2)

Pancreatitis 8/426 19 (0.6-3.2)
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Intestinal absorption disorders 7/426 16  (0.4-2.9)
Myopathy 71426 16  (0.4-2.9)
Osteogenesis imperfecta 71426 16  (0.4-2.9)
Lipodystrophy 5/426 1.2 (0.1-2.2)
Primary immunodeficiencies 4/426 0.9 (0-2.2)
Other 8/426 19 (0.6-3.2)
Thrombophilia 21426 05  (0t-1.1)
Amyloidosis 1/426 0.2  (0t-0.7)
Cancer 2/426 0.5 (0t-1.1)
Marfan syndrome 1/426 0.2  (0t-0.7)
Sudden death 1/426 0.2 (0t-0.7)
Telomere Diseases 1/426 0.2 (0t-0.7)

Note. n: number of observations; N: total number of patients; 95% ClI: 95% confidence interval.
* Lysosomal storage disorders other than glycogen storage disease type II.

1 The 95% Cl was truncated at the left margin.
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Table 3. Results of the Clinical Exome Sequencing Clinical Report in the 426 Patients That Were Assessed.

Time delay between CES and report (Months) — n, median (IQR) 419 5.6 (4.1-7.2)
Description of the genetic variants reported in the clinical exome sequencing report
Proportion of patients with at last one variant classified as LP or P — n/N, % (95% CI) 160/426 37.6% (32.9-42.2)
Proportion of patients with at last one variant classified as VUS, LP, or P—n/N, % (95% CI) 259/426 60.8% (56.1-65.5)
Number of genetic variants reported in the CES report per patient — n, median (IQR) 426 1 (0-2)
Number of genetic variants classified as VUS, LP, or P per patient — n, median (IQR) 426 1 (0-1)
Number of genetic variants classified as LP, or P per patient — n, median (IQR) 426 0 (0-1)
Variant#1
ACMG, pathogenic — n/N, % (95% CI) 78/426 18.3% (14.6-22)
ACMG, likely pathogenic — n/N, % (95% CI) 72/426 16.9% (13.3-20.5)
ACMBG, uncertain significance — n/N, % (95% CI) 104/426 24.4% (20.3-28.5)
ACMG, likely benign — n/N, % (95% CI) 8/426 19%  (0.6-3.2)
ACMG, benign — n/N, % (95% CI) 22/426  52%  (3.1-7.3)
No variant retrieved — n/N, % (95% CI) 142/426 33.2% (28.8-37.8)
NGS-diag network scoring system — n, median (IQR) 284 4 (3-5)
Variant#2
ACMG, pathogenic — n/N, % (95% CI) 24/426 5.6%  (3.4-7.8)
ACMBG, likely pathogenic — n/N, % (95% CI) 21/426  4.9%  (2.9-7.0)
ACMBG, uncertain significance — n/N, % (95% CI) 52/426 12.2% (9.1-15.3)
ACMBG, likely benign — n/N, % (95% CI) 3/426  0.7% (0-1.5)
ACMG, benign — n/N, % (95% ClI) 17/426 4.0%  (2.1-5.9)
No variant retrieved — n/N, % (95% CI) 309/426 72.5% (68.3-76.8)
NGS-diag network scoring system — n, median (IQR) 117 3 (3-4)
Variant#3
ACMG, pathogenic — n/N, % (95% CI) 1/426  0,2% (0-0.6)
ACMBG, likely pathogenic — n/N, % (95% CI) 6/426 1.4%  (0.3-2.5)
ACMG, uncertain significance — n/N, % (95% CI) 15/426 35%  (1.8-5.3)
ACMG, likely benign — n/N, % (95% ClI) 1/426  0.2% (0-0.7)
ACMG, benign — n/N, % (95% CI) 8/426 19%  (0.6-3.2)
No variant retrieved — n/N, % (95% CI) 395/426 92.7% (89.8-95.0)

-49-



NGS-diag network scoring system — n, median (IQR) 31 3 (1-3)
Variant#4
ACMBG, pathogenic — n/N, % (95% CI) 0/426 0% (-)
ACMBG, likely pathogenic — n/N, % (95% CI) 1/426  0.2% (0-0.6)
ACMG, uncertain significance — n/N, % (95% CI) 6/426 1.4%  (0.3-2.5)
ACMBG, likely benign — n/N, % (95% ClI) 1/426  0.2% (0-0.6)
ACMG, benign — n/N, % (95% CI) 5426 12% (0.1-2.2)
No variant retrieved — n/N, % (95% CI) 413/426 96.9% (94.7-98.3)
NGS-diag network scoring system — n, median (IQR) 13 3 (1-3)
Confirmation of the clinically-suspected diagnosis — n/N, % (95% CI)
Confirmation of the suspected diagnosis 183/426 43.0% (38.2-47.7)
Contribution to the suspected diagnosis 32/426 7.5% (5.0-10.0)
No contributive variant to the suspected diagnosis 211/426 49.5% (44.8-54.3)
Therapy guided by NGS results — n/N, % (95% CI)
Yes 62/426 14.6% (11.2-17.9)
No 263/426 61.7% (57.1-66.4)
No follow-up information 101/426 23.7% (19.7-27.8)

Note. n: number of observations; N: total number of patients; 95% CI: 95% confidence interval; IQR: interquartile range, 25"-75",
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Table 4. Diagnostic Yield of the Clinical Exome Sequencing According to the Suspected
Diagnosis.

Metabolic disorders
At least one variant classified as VUS, LP, or P 108/173 62.4 (55.1-69.7)

At least one variant classified as LP or P 61/173 35.3 (28.1-42.5)
Dyslipidemia

At least one variant classified as VUS, LP,orP  51/76 67.1 (56.3-77.9)

At least one variant classified as LP or P 3776  48.7 (37.2-60.2)

Liver and biliary tract disorders

At least one variant classified as VUS, LP,or P 30/65 46.2 (33.7-59.0)

At least one variant classified as LP or P 20/65 30.8 (19.9-43.5)
Neurological disorders

At least one variant classified as VUS, LP,or P 22/27 815 (65.8-97.1)

At least one variant classified as LP or P 15/27 55.6 (35.5-75.6)
Inflammatory and auto-inflammatory diseases

At least one variant classified as VUS, LP,orP  8/18 444 (19.0-69.9)

At least one variant classified as LP or P 4/18 22.2 (0.9-43.5)
Developmental abnormalities

At least one variant classified as VUS, LP,orP  7/13  53.8 (22.5-85.2)

At least one variant classified as LP or P 6/13  46.2 (14.8-77.5)
Mitochondrial cytopathy

At least one variant classified as VUS, LP, or P 6/8 75  (36.3-100%)

At least one variant classified as LP or P 3/8 375 (0-80.8)
Pancreatitis

At least one variant classified as VUS, LP, or P 4/8 50 (5.3-94.7)

At least one variant classified as LP or P 2/8 25 (0-63.7)
Myopathy

At least one variant classified as VUS, LP, or P 417 57.1 (7.7-100%)

At least one variant classified as LP or P 1/7 143  (0-49.2)

Osteogenesis imperfecta

At least one variant classified as VUS, LP, or P 6/7 85.7 (50.8-100%)

At least one variant classified as LP or P 3/7 429  (0-92.3)
Intestinal absorption disorders

At least one variant classified as VUS, LP, or P 417 57.1 (7.7-100)

At least one variant classified as LP or P 3/7 429 (t0-92.3)
Lipodystrophy

At least one variant classified as VUS, LP, or P 3/5 60 (0-100%)

At least one variant classified as LP or P 2/5 40 (0-100%)
Primary immunodeficiencies

At least one variant classified as VUS, LP, or P 2/4 50 (0-100)

At least one variant classified as LP or P 1/4 25 (0-100)
Other

At least one variant classified as VUS, LP, or P 4/8 50 (5.3-94.7)

At least one variant classified as LP or P 2/8 25 (0-63.7)

Note. n: number of observations; N: total number of patients; 95% Cl: 95% confidence interval.
* The 95% Cl was truncated at the right margin;
1 The 95% CI was truncated at the left margin.
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Table 5. Predictors of Discovering at Least One Variant Classified as Likely Pathogenic or Pathogenic in Univariate and Multivariable Analyses.

Univariate analysis

Multivariable analysist

Beta

Odds ratio

Beta

Odds ratio

. _ * _
Predictor (SE) (95% CI) P-value (SE) (95% CI) P-Valuei
Suspected diagnosis subgroup, Lysosomal 2.15 8.55 2 01x10°2 2.47 11.81 0.03
disorder (1.1) (0.99-73.84) ' (1.11) (1.35-103.33) '
Suspected diagnosis subgroup, 1.28 3.61 5 1.42 4.14
Hypercholesterolemia (0.33) (1.9-6.86) 2o (0.33) (2.15-7.96) SO

- 0.55 1.73 3 0.67 1.96
Pediatric care department (0.21) (1.15-2.6) 8.29x10 (0.22) (1.28-2.99) 0.002
Suspected diagnosis subgroup, cholestatic -1.93 0.15 2 i
disorder (1.05) (0.02-1.14) Loshiell NO S
Suspected diagnosis group, Dyslipidemia 0.56 L.75 2.89x107 Not used in the model||

' (0.26) (1.06-2.89) '
-0.55 0.58 3 .

Adult care department (0.21) (0.38-0.87) 8.29x10 Not used in the model||

Note. 95% CI: 95% confidence interval; Beta: beta coefficient; SE: standard error.
* Univariate logistic regression analysis.

1 Cox & Snell R2, 0.07; Nagelkerke R2, 0.10; Percent of cases correctly classified, 67%; AUROC, 0.629 (95% CI, 0.581 to 0.675).

1 Multivariable logistic regression analysis using the stepwise method.
§ Not retained in the multivariate logistic regression model.

|| The following items were not used in multivariable logistic regression analysis to avoid collinearity with other items reported in the multivariable model (e.g., ‘Adult care department’ vs. ‘Pediatric care

department’).
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Table 6. Predictors of confirming the suspected clinical diagnosis using clinical exome sequencing In Univariate and Multivariable Analyses.

Univariate analysis Multivariable analysis¥
e Cem e 3 CHRTS o

Ell;/i)peerf:tﬁgsslfegrg?:rﬁiZUbgmup' (3333) (1.4?-756.41) 1.92x10° (3:(3)?1) (1.5?3.70) 0.001
Exome s_equencing on the proband and at least 0.81 2.25 497%10% 0.64 1.89 0.007
one family member (0.23) (1.42-3.56) (0.24) (1.20-3.01)

Suspected diagnosis group, Liver disorder (Ol?i?) (0_1(31'_2353) 3.81x10° (013199) (0.1%8.65) 0.002
mpertects T eoSeTets @y Omsosy 4T Not retaineds
mebolam dsorder 07y avsey 490 Not retaineds
(I;)fel[\)/lagerlré%rﬁ,s.rlieferfence Center for Inbor.n Errors 230529) (1.221;2.64) 2 67x10°2 Not retaineds

gil{szez(:red dfagnosTs subgroup, Metabolic ?0422) (1.0%%._522.24) 3.47x10° Not retaineds
atofammatory diesse 054 (usroy 4507 Not retaineds
Department, Gastrointestinal and Liver diseases (01 32) (. 1?;?6. 54) 1.90x10° Not retained§

Setting, Medical day hospital ('i gg’) (0.0%—lfs 2) 4.24x107 Not retained§

Suspected diagnosis group, Pancreatitis ('f 379) (0.0%—lf.lz) 2.18x107? Not retained§

Siuss(.)rizcétred diagnosis subgroup, cholestatic (125157) (0_030(?,66) 1.41x10° Not retaineds

Note. 95% ClI: 95% confidence interval; Beta: beta coefficient; SE: standard error.

* Univariate logistic regression analysis.

1 Cox & Snell R2, 0.08; Nagelkerke R2, 0.11; Percent of cases correctly classified, 62%; AUROC, 0.637 (95% Cl, 0.589 to 0.683).
1 Multivariable logistic regression analysis using the stepwise method.

§ Not retained in the multivariate logistic regression model
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Table 7. Predictors of an NGS-guided Treatment Strategy in Univariate and Multivariable Analyses.

Univariate analysis

Multivariable analysis¥

. Beta Odds ratio * Beta Odds ratio

Predictor (SE) (95% Cl) P-value (SE) (95% Cl) P-Valuet
Confirmation of the suspected diagnosis, Yes 1.86 6.41 9 1.32 3.75
or Contributive 036) (3161301 >0 (039)  (174-812) 0008
Suspected diagnosis subgroup, 1.11 3.03 3 1.24 3.45
Hypercholesterolemia (0.36) (1.51-6.08) 2N (0.41) (1.56— 7.66) Ul
Number of genetic variants reported in the 0.5 1.77 8.24x10° 0.37 1.44 0.02
CES report per patient (0.13) (1.38-2.27) ' (0.16) (1.06-1.97) '
Department, Reference Center for Inborn 0.69 1.99 1 56x102 0.66 1.94 0.04
Errors of Metabolism (0.29) (1.12-3.52) ' (0.33) (1.02-3.69) '

. o . 1.74 5.68 2 :
Setting, University Hospital of Nancy (1.03) (0.76-42.38) 2.57x10 Not retained8
Number of genetic variants classified as LP, or 0.59 1.8 3 i
P per patient (022)  (1.17-277) 8.62x10 NBEEEnEeE
Number of genetic variants classified as VUS, 0.56 1.76 4 .
LP, or P per patient (015)  (1.31-2.36) 2.04x10 Not retaineds
Exome sequencing on the proband and at least 0.64 1.89 2 .
one family member (0.29)  (1.06-3.36) Selpil] NeEE st
Suspected diagnosis subgroup, One-carbon 0.64 1.89 2 .
metabolism disorder (0.29) (1.06-3.36) 3.39x10 Not retained§

. : : . -1.14 0.32 2 :

Suspected diagnosis group, Liver disorder (0.61) (0.1-1.06) 3.01x10 Not retained8

0 Note. 95% CI: 95% confidence interval; Beta: beta coefficient; SE: standard error.

* Univariate logistic regression analysis. 36

1 Cox & Snell R2, 0.11; Nagelkerke R2, 0.20; Percent of cases correctly classified, 85%; AUROC, 0.768 (95% ClI, 0.725 to 0.807).

1 Multivariable logistic regression analysis using the stepwise method.

§ Not retained in the multivariate logistic regression model.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1. Distribution of genetic variants according to their pathogenicity. Variants #1 to #4

647 are ordered as reported in the CES medical report.

Figure 2. Distribution of the 195 pathogenic or likely pathogenic (P/LP) variants among the
158 patients exhibiting at least one P/LP variant (variants #1 and #2 correspond to the first two
variants reported in the CES medical report). The numbers outside the Venn diagram
correspond to the numbers of genetic variants. The numbers inside the Venn diagram
correspond to the numbers of patients. Panels A, B, and C, report figures for P, LP, and P/LP

variants.

Figure 3. Diagnostic yield of CES according to the suspected diagnosis when only pathogenic
or likely pathogenic (P/LP) variants were considered (panel A) or when variants of uncertain
significance (VUS) were included in the diagnostic yield analysis (panel B). Vertical bars

denote truncated 95% confidence intervals at the right or the left margin.
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Figure 2.
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IV) Discussion

Cette étude observationnelle rétrospective portant sur 603 sujets consécutifs (dont 426 cas
index) a permis d’évaluer le rendement diagnostique du CES comme stratégie diagnostique
de 1% ligne chez des patients présentant un phénotype mendélien dans la pratique courante
du laboratoire de BBMN du CHRU de Nancy.

Celle-ci a également permis de mettre en évidence des facteurs prédicteurs de la mise
en évidence de variants pathogénes ou probablement pathogene chez ces patients, ainsi que

d’observer I'impact du résultat du NGS sur le traitement des patients

A) OBJECTIF PRINCIPAL : EFFICIENCE DIAGNOSTIQUE

La plupart des études publiées qui évaluent le rendement diagnostique du NGS se focalisent
sur un type de pathologie particulier : comme par exemple les troubles neurologiques
(124,125) (déficiences intellectuelles, TSA, épilepsie), les déficits immunitaires (126), etc.

Dans la littérature, peu d’études rapportent l'efficience diagnostique du séquengage
haut débit utilisé en 1ere ligne pour le diagnostic de patient présentant des phénotypes

mendéliens. Les principales études et leurs résultats sont rapportés dans le tableau VI.
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Tableau VI : Articles de la littérature rapportant I'efficience diagnostique chez des patients
présentant un phénotype Mendélien

. MERS - , Nombre de Efficience
Année Pays techn_olggle patients diagnostique Reference
utilisée
2021 France CES 426 160 (38%) Alix et al.
2021 France CES 128 70 (55%) (78)
2021 Australia CES 204 80 (39%) (85)
2021 Singapore CES 216 87 (40%) (79)
2021 Canada WES/WGS 47 8 (17%) (90)
2021 us WGS 99 16 (16%) (92)
2021 Singapore VV\\//CE;E 12742 685((333%%) (91)
2021 ngéim:rgﬁa WGS 1007 212 (21%) (93)
2020 Australia WGS 92 38 (42%) (94)
2020 Brazil WES 500 158 (32%) (86)
2020 UAE CES 51 21 (41%) (80)
2020 Japan CES 360 171 (48%) (81)
2020 Canada WGS 49 familles 11 (22%) (95)
2020 Pakistan CES 349 214 (61%) (82)
2019 25 nations CES 3315 307 (9%) (84)
2019 us WES 66 23 (35%) (87)
2019 China WES 98 72 (74%) (88)
2019 Qatar CES 509 246 (48%) (83)
2017 Australia WES 44 23 (52%) (89)

Parmi les 426 cas index de la cohorte de Nancy, l'efficience diagnostique est de 37,6%
(160/426) en ne considérant que les patients présentant au moins un variant de classe 4 ou
5, et de 60,8% (259/426) en incluant les variants de classe 3. Ces résultats sont cohérents
avec ceux de la littérature ou l'efficience fluctue entre 9 et 74%. Ces grandes fluctuations
peuvent s’expliquer par la grande variété des phénotypes explorés dans les différents centres,

et par la rareté des pathologies recherchées.

L’efficience diagnostique de notre cohorte est favorisée par certaines familles
d’indications (troubles neurologiques, dyslipidémie, anomalies développementales) pour
lesquelles l'efficience diagnostique est excellente, tandis que d’autres indications ont des

résultats plus modestes (myopathies, maladies inflammatoires).
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Chez les 259 patients pour lesquels au moins un variant de classe 3 a été détecté,
349 variants de classe 3, 4 et 5 ont été mis en évidence sur 154 génes différents répartis sur

tout le génome. Ces mutations sont de natures variées, mais sont trés majoritairement dues a

des faux-sens (Figure 13).

3 32
%\‘
"’32—\

Variants classe 4-5 Variants classe 3

Intronique

Figure 13 : Répartition de la nature des mutations rapportées

Cette répartition est comparable a celle retrouvée dans la littérature, les substitutions étant

'anomalie la plus fréquemment retrouvée, suivi des délétions, puis des insertions (127).

La plupart de ces variations ont été retrouvées a I'état hétérozygote, mais 5 d’entre elles
sont a I'état hémizygote et 34 & I'état homozygote. Certains variants sont associés a des
transmissions dominantes, et peuvent donc facilement étre considérés comme la cause de la
pathologie (ex: variation de MEFV et fievre méditerranéenne OMIM 134610). D’autres
variations, comme celles associés a des transmissions récessives, rapportées avec des effets
dominants négatifs ou dont le mécanisme physiopathologique est plus complexe (digénique
ou polygénique) sont plus difficilement directement imputables.

B) OBJECTIF SECONDAIRE : PREDICTEUR DE LA MISE EN EVIDENCE D’UN VARIANT
DE CLASSE 4 OU 5

A ce jour, aucune étude n’avait pour objectif d’identifier des facteurs prédicteurs de I'utilité
clinique du CES pour établir un diagnostic moléculaire chez des patients présentant des
phénotypes mendéliens variés.
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Dans cette étude, une approche systématique de tous les paramétres recueillis pour les
patients inclus dans I'étude a permis de mettre en évidence 3 facteurs significativement

associés a la découverte d’'un variant de classe 4 ou 5. Ceux-ci sont :

- Prescription de I'exome clinique réalisée par un service pédiatrique : 2/3 des patients
présentant des maladies rares sont des enfants (8). Leur phénotype, parfois sévére, est
généralement cliniguement visible dés les premiéres années de vie.

- Suspicion de pathologie lysosomale: ces pathologies sont dues a des déficits
enzymatiques qui entrainent des dysfonctions cellulaires. Dans notre cohorte, 6 patients
présentaient un phénotype compatible avec ce type de dysfonction (2 suspicions de
maladie de Fabry, 2 de maladie de Gaucher, 1 de Niemann Pick et 1 de maladie de
Krabbe). Pour chacune de ces pathologies, le diagnostic passe par le dosage d’enzyme
spécifique permettant d’orienter grandement I'analyse bio-informatique.

- Suspicion d’hypercholestérolémie familiale : il s’agit de pathologies dont on dispose de
marqueurs phénotypiques facile a doser en routine (bilan lipidique). Malgré leur caractéere
souvent polygénique et environnemental (128), 'anamnése approfondie du patient et de
sa famille par un médecin spécialisé permet I'obtention de rendement diagnostique

satisfaisant.

C) OBJECTIF SECONDAIRE : PREDICTEURS DE LA CONFIRMATION DU DIAGNOSTIC
SUSPECTE

Le deuxieme objectif secondaire était de mettre en évidence des facteurs prédictifs de la

confirmation du diagnostic suspecté.

Dans notre cohorte, deux facteurs sont significativement associés a la confirmation du
diagnostic émis par le prescripteur : la suspicion d’hypercholestérolémie familiale, et I'inclusion

d’au moins un apparenté dans I'analyse NGS.

Cette analyse renforce donc le fait que comparer les résultats du cas index a des
apparentés (notamment a ses parents) facilitent l'interprétation des différents variants en
permettant de confirmer ou d’infirmer le caractére de novo d’un variant, ou d’en effectuer la
co-ségrégation. Ces informations sont extrémement utiles pour les variants dont la signification
est inconnue (classe 3) et permettent parfois de les reclasser en variants (probablement)

pathogenes ou (probablement) bénins (129).
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D) OBJECTIF SECONDAIRE : THERAPIE GUIDEE PAR LE CES

Enfin, le dernier objectif était d’'observer I'impact du résultat du NGS sur le traitement des
patients. Parmi les 426 patients, ces informations étaient disponibles chez 325 patients (Figure
14). Des adaptations thérapeutiques ont été réalisées chez 19,1% (62/325) des patients. Pour
les autres patients (263/325), le traitement n’a pas été adapté suite au NGS : soit parce qu'il
n'a pas permis de diagnostiquer la pathologie, soit parce que le traitement n’était pas
nécessaire / déja mis en ceuvre sur la base du phénotype / ou parce qu'il n'y avait pas de

traitement spécifique existant.

Mise en place d’un nouveau traitement—66%

Modification de la posologie d’untraitement—10%

- Mise en place de régles hygiéno-diététiques — 8%
M Infirmation de Findication d’un traitement—8%

Suppression d'un traitementen place — 6%

. Modification de la voie d’administration d'un médicament—2%
Ne sait pas
(n=101)

Pas de diagnostic &tabli par le CES — 47%

Traitement déja adapté au phénotype —32%
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Non : Traitement non nécessaire —11%
(n=263)

Pas de traitement spécifique existant— 5%

Patient décédé avantla prise de décision —4%

Figure 14 : Adaptation thérapeutique due au CES

Trois facteurs ont montré une association significative avec la modification du traitement :

- Confirmation du diagnostic suspecté : la confirmation du diagnostic suspecté permet
d’adapter plus facilement le traitement a I'étiologie moléculaire.

- Prescription provenant du centre de référence des maladies du métabolisme : la prise en
charge du patient par un centre de référence, spécialisé dans le diagnostic de maladie
héréditaire favorise la modification rapide du traitement et son adaptation précise en
fonction du génotype.
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- Nombre total de variant rapporté par patient : Un nombre important de variant rapporté
peut étre en faveur de pathologies complexes, digéniques ou multigénique, qui nécessite

un traitement adapté au vu du contexte génétique global.

E) LIMITES ET PERSPECTIVES

Cette étude permet de décrire l'efficacité cliniue du CES en tant que test diagnostique
génétique de 1ére ligne. L’efficacité clinique a été évaluée en termes de rendement diagnostic,
de confirmation du diagnostic initialement proposé par le clinicien, et d’adaptation

thérapeutique que le CES a impliguée.

Certaines limites de I'étude doivent tout de méme étre prises en compte dans
l'interprétation de nos résultats.

- Premiérement, nous rapportons les résultats d'une étude rétrospective monocentrique qui
doivent étre confirmés dans des cohortes indépendantes. Les études rétrospectives
généerent de nombreux biais du fait de I'accés parfois compliqué aux informations a
recueillir. Les données manquantes sont généralement nombreuses et peuvent générer
des biais statistiques.

- Deuxiemement, étant donné la connaissance en constante évolution dans le domaine de
la biologie moléculaire, les CES non contributifs peuvent étre réévalués et réanalysés.
Certains variants peuvent alors étre amenés a étre reclassés. LACMG recommande par
ailleurs une réanalyse réguliére (tous les 2 ans) des variants et des cas (130). En pratique,
cette réévaluation est compliquée car chronophage, et ne s’intégre pas facilement dans la
routine du laboratoire. Les réanalyses, au CHRU de Nancy, sont ainsi réalisées a la
demande des cliniciens, notamment en cas de nouveaux symptomes a intégrer a I'analyse.

- Troisiemement, l'efficacité du CES est sous-optimale pour détecter les mutations
introniques ou régulatrices profondes ainsi que les variations du nombre de copies (CNV).
Le WGS a présenté un meilleur rendement de diagnostic par rapport aux panels de

séquencgage (123).

Malgré ces limitations, cette étude rapporte I'une des plus importantes séries européennes de
patients conseécutifs présentant un phénotype mendélien pour évaluer le rendement

diagnostique d'un large panel de CES dans la pratique de routine.

Deuxiemement, le délai médian entre le test CES et le rendu des résultats est d’environ
5 mois. Il s’agit d'un temps relativement court, compatible avec la routine clinique, qui
comprend les étapes techniques et le délai d’analyse d’'un panel génique large. Le délai

minimum observé est de 17 jours. En cas d’'urgence diagnostic, le délai de rendu des résultats
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peut donc étre drastiquement réduit afin d’étre compatible avec une prise en charge efficace

et adapté des différentes pathologies.

Troisiemement, l'analyse bio-informatique utilisée combine systématiquement des
méthodes classiques de filtrage et d'annotation de variants avec un algorithme de calcul basé
sur le phénotype SVS-3PhoRank, conformément a la stratégie de diagnostic moléculaire
choisie par le laboratoire, basée sur des captures de plusieurs milliers de genes associés a
des pathologies. Ce type d’analyse permet d’augmenter la sensibilité des tests, en recherchant

les variants responsables par plusieurs approches.

Différentes perspectives sont envisageables grace a cette étude. La création d’'une
étude prospective permettant d’évaluer I'utilité clinique de la CES permettrait d’'augmenter la
puissance statistique et de confirmer les conclusions de cette étude. L'utilisation de critéres
d'inclusion prédéfinis permettrait ainsi d'obtenir des résultats plus robustes, sur une large
population. De plus, un essai randomisé pourrait étre congu pour comparer les différents

stratégies diagnostiques existantes (CES, WES, WGS, étude ciblée, ...).

Notre étude confirme l'importance de la prescription des CES en interaction étroite entre
les médecins référents ayant une expertise dans les troubles génétiques et les biologistes de
médecine moléculaire. Un dialogue clinico-biologique bien structuré permet d’optimiser la prise
en charge du patient. Notre étude a montré que lorsque la prescription de cet examen
biologique est effectuée un centre de référence expert, le traitement du patient est réadapté a
'anomalie moléculaire découverte. La création de centres experts, spécialisé dans la prise en
charge des pathologies moléculaires, et la mise en place de réunion clinico-biologiques
pluridisciplinaires permettrait de rationnaliser la prescription, et ainsi d’optimiser la prise en

charge globale du patient.
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Annexes
Annexe 1 : Modeéle de consentement utilisé au CHRU de Nancy

4 Farmul aire Reference FORM-01615
CHRU BIOC-BM-Consentement pour Etude de Génétique | Version 02 [ Page 1sur
LR Constitutionnelle Applicable e 21/12/2020

FORMULAIRE DE CONSENTEMENT POUR ETUDE DE GENETIQUE CONSTITUTIONNELLE
Laboratoire de Biochimie Biologie Moléculaire Nutrition
Centre de Référence des Maladies Héréditaires du Métabolisme

Conformément aux articles R.1131-4 et R.1131-5 du code de la santé publique (décret n*2008-321 du 4 avril 2008 — arrété du 27
mai 2013). (Etabli en 3 exemplaires : Le 1* remis a lintéressé(e) le 2¢ reste dans le dossier du patient et le 3¢ est envoyé au
laboratoire avec le prélévement).

Je soussignéle), Ou agissant en qualité de parent/ représentant légal de I'enfant
mineur ou de la personne majeure sous tutelle |
Nom : Nom !
Prénom : Prénom :
Date de naissance : ! ! Date de naissance : / !
Certifie avoir été informé par le Docteur / Professeur'”! Nom : Prénom : des

raisons et des conditions de I'étude génétiqgue me concemant ou concemant mon enfant mineur et portant sur :

Afin:

O de confirmer ou d'infirmer le diagnostic d'une maladie génétiqgue en relation avec mes symptémes.
0O de confirmer ou d'infirmer le diagnostic pré-symptomatique d'une maladie génétique.

O d'identifier un statut de porteur sain (recherche d'hétérozygote).

0O d&valuer ma susceptibilité génétique a une maladie ou & un traitement medicamenteux.

Je reconnais également avoir été informé(e) :

« que les résultats obtenus ont un caractére strictement confidentiel.

« que les examens seront réalisés par un laboratoire spécialisé et agréé.

* que je pourrais avoir connaissance, par l'intermédiaire du médecin prescripteur, des résultats ainsi que toute information
confidentielle me concernant ou concernant mon enfant mineur,

« que les données nominatives me concernant peuvent faire l'objet d'un traitement automatisé. Le droit d'accés et de
rectification prévu par la Loi informatique et Libertés s'exerce & tout moment auprés du Directeur des Affaires Générales de
I'hépital ol le prélévement a éé effectué. L'acceés aux informations de nature médicale peut &tre direct ou par lintermédiaire
du médecin de mon choix,

Donne mon accord pour I'enregistrement des données médicales nécessaires a ces examens.

Consens a effectuer ou a faire effectuer un prélévement :
0O Sanguin O Tissulaire 0O Autre :

O Chez moi
0O Chez mon enfant mineur ou la personne majeure sous tutelle concemée

Déclare que si une partie du prélévement reste inutilisé aprés I'examen, jaccepte gu'elle soit conservée et intégrée, le cas
échéant, dans un projet & des fins de recherche scientifique dans le laboratoire de Biochimie Biologie Moléculaire Mutrition du
CHRU de Mancy (Pr. JL. Guéant). Dans ce cas, 'ensemble des données médicales me concernant seront protégées grace a une
anonymisation totale. En conséquence, je suis conscient que ces études scientifiques effectuées ne seront sans aucun bénéfice
ni préjudice pour mai.

Faita: Signature du patient adulte ou du représentant légal de I'enfant mineur ou de
la personne majeure sous tutelle :

le: ! !

(1) Rayer la mention inutile

ATTESTATION DE CONSULTATION

Préalable & laréalisation des examens des caractéristiques génétiques d'une personne a des fins médicales

Je soussigné, Docteur / Professeur Y . conformément aux articles R.1131-4 et R.1131-5 du code
de la santé publique, certifie avoir regu en consultation ce jour le(la) patient(e) susnommeé(e) afin de lui apporter les informations
sur les caractéristiqgues de la maladie explorée, des moyens de la détecter, des possibilités de prévention et de fraitement,

Faita: le: / ! Signature et tampon du médecin :

(1) Rayer la menticn inutile
CHRU de NANCY — Hbpitaux de Brabois — Rue du Morvan - 54511 VANDOEUVRE-LES-NANCY CEDEX, Tél: +33 3 83 85 85 85
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Annexe 2 : Formulaire de compte-rendu des NGS prodigués dans le laboratoire BBMN du
CHRU de Nancy

Formulaire Réfdrence FORM-0287T
CHRU BIOC-BM-Compte-rendu Diagnostic moléculaire | ‘ersion 03 Pape 15ur 1
Ky par séquencage haut debit (Analyse des régions
exoniques d'un panel de 4813 genes, TruSight Applicablele 15102020
One)

POLE LABORATOIRES — LABORATOIRE DE BIOLOGIE MEDICALE

CENTRE HOSPITALIER REGIONAL UNIVERSITAIRE DE NANCY
Responzable du lsboratoine - Or Patricia FRANCH 2

Biochimie — Biologie Moléculaire — Mutrition et
Centre de Référence des Maladies Heéréditaires du Métabolisme

Pr Jean-Lows GUEANT Pr Bernard MAMOUR: Fr Rosa-Mania ROCRIGUEZ-GUEANT  Dr Isabslle AIMCME-GASTIN  Pr Abdemrahim CUSSALAH
Tel: 025315 44 34 - 4433 Tel: (3331534 56 Tal: 0333153630 Tal: (333153513 Tel: 0333153620

Chef de structure - RespUF Responsable UF rm.rodr gueziBchni-nancy. fr |.gastni@chre-nancy. fr aoussalsh@chru-nancy.fr
jLpu=ant@chru-nancy. fr bonarnouri@chne-nancy fr

LIF Bickogie Molgculsire - 02 82 1533 71

Diagnostic moléculaire par séquengage haut débit
(Analyse des régions exonigues d’un panel de 4813 génes, TruSight One)

NOM : Indication du test :
Prénom :

Sexe Mature du prélévement |
Date de naissance : hatériel biologique
Statut de Iindividu : Date du prélévement :
ME PP Date de réception

M* WEnue : Date du résultat -

Code Laboratoire -

PRESCRIFTEUR :

TECHNIGQUES :

Le kit de capture TruSight One sequencing panel (llumina) est utilis pour cibler les régions exoniques da 4813 genes {y compris k== jonctions
expnfintron). Une fois isolées, les régions cibles du pEnome sont séquencéss aprés amplification donale sur le 5}l5beme MiSeq [IIIummaE] Sur
une longueur de lecture de 150 pb en sens &f en anti-sens. Les sequences obdenues sont alignées et analysées en comparaison aves s
séquence référence du génome humain version GRCH3T 3 I'side de BWA (0.7 8a) =t SAMTools (00118, L'annotation des variants est efectuss
awas la suite doutils GATE (w1.6-23). Les varants sont décrits selon les remmr_mn:lauuns HGVS (le A de I'ATG initiateur de s traduction, a &2
choisi comme n°1 de la référence). L'annotation des transanits de génes est basée sur RefSeq Genes 105uZ, MCEL

RESULTATS :
o . Fréquence 2
5 Description Genotype e Nomenclature HGV S o .
I3 du variant du patient :Iif:r:la:el .‘F {rs) SR

1. La fréquenca da lalldle sltematif et bazde sur linterrogation des basas de donnges infemationsles.

Z Les variants sont décrits selon ks nomenclature HEWS (hitps:fvarnomen. hgus.ong)

3. Selon les recommandations dhomogeneisation de linferprétation de varants de séguence générés par analyses en NGS5 (Réssau
MEE-Diag, sur la base des recommandations ACKMG-AMP, Richards ef si, Genstics in Medicing 2015), dans leur version 1, dans les
mites des connaissances actusles [wvew anpgm.friindes: pi’lp"remmrrandatbns-prmﬁsinnnellﬁj. Clasze 1: bénin; Classe 2-
probablement bénin ; Classe 3 : signification inconnue ; Classe 4 - probablement pathogéns ; Classe 5 : pathogéns.

Pr.JL. GUEANT Pr RM. RODRIGUEZ-GUEANT Pr B. NAMOUR Dr I. AIMOME-GASTIN Pr A QUSSALAH

CHRU de MANCY — HOpitaux de Brabois - Rus du Morvan - 54511 Vandosuwvre-l&s Mancy
Tel: 33 [0j3 83 15 3030
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Annexe 3 : Liste des génes couverts par les panels Trusight One et Trusight Expanded

Trusight One
seulement
n=78

GPR98, FAM134B, KIAA1199, KIAA1033, SGK110, WHSC1, PTRF, SPG20, SUV420H1, WDR65, I1L8, MFI2, PARK2, GYLTL1B, IKBKAP, HMHA1, PAK7, CGB,
KIAA1377, VIMP, GPR56, DGCR14, CIRH1A, KIAA1462, KIAA1432, KIAA1279, KIAA2022, RAB7L1, MURC, DFNB59, LEPRE1, UFDIL, KIAA0196, LINS,
GTDC2, DFNB31, DARC, DFNA5, BCMO1, SHFM1, DYX1C1, FAM58A, SEPN1, PYCRL, C100rfl1, MESDC2, CYP2D7P1, SETDS8, ADC, SEPT15, HSN2, IGKYV,
PRSS2, PRMT10, C100rf137, KAL1, KIAA0226, DYX1C1-CCPG1, LEPREL1, HEATR2, PVRL4, PVRL1, CYP3A5P1, LARGE, KCNEILL, B3GNT1, B3GALTL,
C70rf10, ATP5SL, SGK223, SEPP1, GLTSCR1, CASC5, ADCK3, NAPRT1, SC5DL, PVRL3, ADRBK2

Trusight
Expanded
seulement
n=1966

PNPT1, SUGCT, ATP5A1, ATP5G3, TARS2, SFXN4, LYRM7, FBXL4, RMND1, UQCRC2, SLC25A1, COA6, COX20, VARS2, COQ8A, SERAC1, COQ8B, LYRM4,
CLPP, TRAP1, OGDH, MICU1, COX7B, CA5A, DNA2, IBA57, APOPT1, MPC1, CYC1, MRPL44, MGME1, IARS2, SLC52A2, DPM2, FSTL1, CREB3L1, RIT2,
SLMAP, FEZF1, SAMD4A, ITGA5, APBB2, ECHS1, NAPRT, PBX4, LRRC41, HOMEZ, DDB1, C120rf66, KCNAG, ATP5G2, ERG, FAT4, PARN, LRMDA, KCNK3,
PDE1C, SEMA4D, MREG, HEPH, AK7, PIR, IGSF3, LONP1, ARL61P1, CHD1, C150rf41, WDR34, GLRA4, OR10X1, KIAA1210, GEN1, UNC45B, BMP3, SLK,
BAZ1B, CCDC66, PPP1R15B, LRGUK, SLC25A46, LARP7, ELOA3D, RNF32, HES1, RAB33B, CIAO1, KCNC1, C2CD3, TNFRSF9, CCNE1, FOXM1, FBXO31,
FBXO11, ST8SIA4, CDK8, EMC1, ORM1, POLR2B, B3GNT7, RPS28, TUBB, PLXNA1, RFX3, CRELD2, CD82, VAX2, SETDB1, KLHL41, GMPPA, OR4AM2,
HPCA, MLF1, FCN1, CLCN4, RNF39, DNAL4, IPP, POLR2J, UQCRC1, ZBTB11, CEP120, ADAM23, B3GALTS5, SPTBN1, RICTOR, GRXCR2, RHOH, GNAL11,
ARSH, TACR1, CAPN1, DDHD2, UNC13B, MYO5C, SARS, SLX1A, LAMB4, PRDX4, KRT71, DAPP1, CNTN2, CAPN12, ECEL1, EPHA4, KCNQ5, C21orf59,
ZBTB20, SELENOP, WASHC5, CENPX, LTBR, GNB4, ANKLE2, SLC9A3, AGTPBP1, SLC39A5, FKBP4, HCFC1, KIF14, SCN11A, SMC6, RTN4RL1, EIF4A3,
DLEC1, KCNA4, ARID5A, UBE2N, IGSF8, ACAD11, LMO4, TRAF7, HUS1, DNAJC30, HID1, POLD2, RTEL1, FSTL5, PDAP1, BRD4, ARFRP1, KLHL6, CASC4,
PCDHGB4, PDGFRB, DTNB, rs6841061, SLC4A5, HOXBS, ITSN1, SVIL, PHB2, TNKS2, DUX4L3, NDUFB8, CADPS2, MYF5, GRHL1, DLST, FST, ZNF419,
MTMR12, ABCC12, FAM177A1, GSDME, TANC2, KIF4A, TFE3, OVCH2, TMEM189, LGR5, DCAF11, LRP1B, SULT1C3, TLX1, OR2M2, BDP1, RPS29, OR8K3,
KMT5A, TRIM63, PLRG1, BCL7A, PARD6G, INPP5B, FAM71A, CLIP2, ERMARD, PARP4, NCK2, OXAILL, SC5D, CEP164, E2F4, TAL2, HPCAL4, NFATS5,
NUBL, rs8045964, DVL1, FLI1, MAB21L2, MELK, PODXL, CLIC5, HBQ1, ARHGAP26, CDK16, JAGN1, KRTAP4-8, SPATA32, MAP3K6, SDR39U1, PPP6R2,
PGBD3, DMBX1, AREG, LIPT1, AP2S1, KANK4, ZNF713, SGO1, SGSM3, NR4A3, DNAAF5, MUS81, AGBL1, OR1B1, CHPF2, FGF22, C21orf2, RPL27, NLRP9,
NIPA2, MAGI1, BGN, PJVK, RDH11, PIGT, FOXO1, KIF5C, MATN4, SMIM1, PPP1R17, PIAS1, CDH20, ST6GALNAC3, PPP4R1, ZMYND10, WNT16, STYXL1,
SLIT1, DMAC2, ADCY1, TCTN3, TRIM24, PLXNA4, GBA2, SYN2, KIF23, SEPT7, ADGRG1, ZDHHC17, KCNH1, HFM1, SPEG, PTPN23, HIST1H4B, FAM3C,
KCNH3, AP1S3, SLC12A7, MDC1, PRKN, PYCR3, ATP11B, TELOZ2, RINT1, NRN1, DNAH7, DUSP3, RAD23A, IFT172, CTNNA1, SCAMP4, NDUFB7, DCAF4,
SPANXN1, OR8H1, ACR, RAD9B, PADI4, AK8, BIVM, NDST3, KLHL15, GALNT6, SNX5, RASGEF1B, NCAM2, PACS1, NR4AL, PURA, RPL15, TRAPPC11,
NEO1, MELTF, RASA2, STAG1, NECTIN4, DHX38, UFD1, CFAP53, CLPTMIL, EML4, ATP6VOC, NOX3, ARHGEF4, C20rf80, SZT2, ARHGAP29, FBLN2,
PPP2R2A, SCLT1, CAMSAP2, ABL1, ZNF433, LY6G6F, MKL2, DAXX, SLC24A4, rs10748087, GAL3ST4, WDR27, PKHD1L1, MCC, IFT88, P2RX2, NMES5,
CHMPI1A, CCDC85C, MESP1, MTA1, BPIFA3, CLCN3, GNG7, POLR2A, MECOM, POLE, TSPEAR, CAMTA2, SCN7A, TRMT10A, NLRP8, MCF2, CKAP2L,
POLR2J3, C160rf58, DDHD1, PPP6R3, BICD2, LRRIQ1, TCL1B, FGF13, PPP4R2, KCNV1, ACP1, ZMYM2, B3GNT6, KIAA1586, KIZ, TGM4, FAT1, MGAT3,
SIM2, GTF2H2C, CELSR2, DOK5, PTRH2, ZNF668, STAMBP, CRYL1, NEXMIF, PPM1G, KCNC2, SNX8, CDH19, TAAR1, SELENON, HDAC1, ELMOD3,
RNMT, PROX2, MYH4, FAM46C, DCHS1, SYCE2, CXCR6, TPPP, UST, UBE2V1, MBOAT?7, ST6GAL1, ATP2B3, PYGO1, RAB10, ANO3, HIBADH, DEK, CRTC1,
UPF2, LMO1, DNTT, SUCLG2, JMID7-PLA2G4B, AMPD2, ACTN1, MRPL36, SPRED2, BBIP1, ELOB, POU3F3, KCTD3, GULOP, NKX2-2, LRIT3, Cl4orf2,
KCNMB4, PYCR2, DOCK?7, ABCA5, PDK3, GAGES, BICRA, TNPO2, IRF9, LBH, MYO1D, UGT8, POMGNT2, HINT1, OR52N4, RPL38, PRCC, CHPF, RFC5,
MAP7D1, IGKV1-5, CYR61, rs4411641, MYBBP1A, EHHADH, USP8, LAPTM4B, NEK2, WDR73, VWA3B, NDUFA5, UQCRH, PGBD4, ACKR3, MAEA, ISCA2,
RDM1, ST6GALNAC1, HMGBL, EIF2D, CBFA2T3, RAP1GDS1, PLXNA3, CDC25A, FZR1, DPH1, MMS19, ESPL1, ST8SIA5, B3GNT5, USP30, MAP4, UGCG,
STT3A, QARS, SOX7, ARV1, COX5A, MACF1, WWC2, SEC24D, POLR2L, EPB41L4A, MNAT1, ZDHHC2, TAF4B, MTA2, SLTM, RAP1A, MALT1, LZTR1,
KANSL2, ZNF783, FCRL6, HOXC13, METTL23, SMARCC2, RECQL, NLRC4, POLI, SMARCC1, CLHC1, UCN, GNAI3, SPATA5L1, RAD51B, MMRN2, SOX4,
DUSP22, SLX1B, C18orf8, ZNF347, STGGALNACS5, GPNMB, TTF2, SFPQ, KCNT1, PTPN12, ABL2, CRYZL1, CRY2, PTPRZ1, GPR137B, TOP3B, RXRA, STAG2,
MAML2, NFATC1, SSX2, INTU, EML1, CDK12, PLCG1, MEPE, SLC16A7, GALNT13, SPO11, NEDD4, DCBLD2, ZBTB38, CFAP57, SLC25A5, PI4KA, MRPL12,
NLRP6, TIPARP, PGAP2, CHEK1, NEIL3, RTN3, ZNF175, MRAP2, MAP3K14, PPP1R8, PIBF1, PDE6D, TTLL1, PRKG2, CCSER1, PPP6R1, SPRTN, SUPT5H,
SOS2, APOL4, LARS, ANKRD28, GRK3, GALNTS5, PLXNB1, ALG14, ARHGAP45, STAT4, FAT2, rs6512586, ZNF311, PRMT2, ITGA1, ECE2, GTPBP3, TCF12,
ACTRT1, SLC7A14, ITGA8, DCLRE1B, PRKCD, NDUFB4, SYNE4, rs6666954, SLC12A2, RIPK2, DNAH1, ZIC4, ZFP36L2, PPP4R3B, CST9, PCLO, ZNF778,
USP54, RNF2, MTF1, SCNN1D, NOL3, NLRP13, POLA1, ASPH, RRAS2, PITPNA, UBR5, STUB1, KDM1A, CRYBA2, LEF1, MAPK14, ADAMTS19, KIAA1217,
EIF2S3, ENDOV, TMEMA47, CDH18, RAPGEF1, MAP3K8, DLG4, STOM, OR1J1, CWF19L1, PRLH, VEGFC, BOLA2, ITGB6, KCNK17, CARS2, EXOCS,
SUPT3H, TTC5, TEX28, SHANK1, PDK2, LIN7A, PPP2R5C, OOEP, ST3GALSG, L34, ZSCAN29, TNK2, NPAS4, TBC1D20, CEP83, LUZP4, SIPA1L1, GPRC5A,
CDC42, UACA, SETD5, RBX1, COL4A3BP, SEMATA, TUB, GTF2H4, WDR60, GRHL3, GABRA2, ZSWIM6, MYL1, TNFSF18, PCGF2, CCDC127, PLCD4, RBL2,
BUB1, USP53, E2F5, OR5AC2, U2AF1, SLC4A7, TTC7A, RPL6, ITPR2, PLK4, CCNT2, KEAP1, RFC4, H2AFX, ELMOD2, KAT2A, B3GLCT, CPQ, PIEZO1,
RPL26, POLQ, SOAT1, HCN3, SLITRKG, ATL3, EXOSC8, EHBP1, BAGAT1, ATAD3A, TXNIP, TRIP13, CAMK2G, POLR2D, STAG3, PSTPIP2, ISG15, ZMYM3,
ATP1B4, TGDS, ELOC, PRAMEF2, CLK1, TNFAIP1, WDR31, BCO1, CPAl, FOXP4, WASHC4, GFM2, NDUFB10, RGS5, OPLAH, TUBA4A, CLSTN1, EEF2,
VPS54, MOV10, PRPF4, B3GNT8, FDX1L, ATP6V1B2, ARHGAP18, PTPRN2, CYP26C1, DUSP6, GMPPB, PIMREG, HIVEP2, BEND2, NUCB2, B3GNT4,
OR13H, MTA3, 1D4, C1lorf40, FAM136A, AKAP1, GAL3ST2, ANOS1, POLR2K, SASS6, RREB1, TBC1D30, NME7, TFDP1, MND1, APOBEC1, SLITRKS5,
TRAK1, NDST2, TNPO3, LARGE1, TSR2, MBNL1, SYK, HNRNPDL, NECTIN3, TDG, TBR1, PLAG1, FOS, MYCBP2, CYP2D7, CCDC65, XPO1, CAVIN4,
OR10V1, PAMR1, CCDC33, EPHAG, FCGR2C, RRM2, NGLY1, CST6, TOP2A, CX3CL1, FAR1, PGAP3, ODAPH, SF3B1, TSG101, ATRIP, NAV1, AEBP1,
MACC1, PSMA7, DBF4B, TUBG1, PCDHB16, IL6ST, PPP4R3A, TEC, CDKN2AIP, APCS, PAKS5, CHD4, IKBKE, MRPL40, ACAD10, WNK3, DUT, LYL1,
ADHI1A, C21orf91, ANGPTL6, TUSC1, DYNC1I1, PPPAC, NFATC2, TREH, KMT2A, RIT1, ERF, SLC12A5, ARL3, MLLT10, COX5B, TMEM121, EIF2AK4,
THOC6, TMC3, OTOGL, C7orf43, MSRA, XG, SYNPR, NSMCE3, CEP126, AZIN2, IMPG1, ZNF517, UBQLN1, PPP2R5D, EXTL1, XKR6, WDR5, ATP13A5,
FAAP100, RNF219, ST6GALNAC2, ACMSD, DTHD1, CIZ1, WWTR1, RNF212, CBY1, TLE6, SLC35A3, ABRAXAS1, SYNJ1, PCDHA1, SNX1, JAK1, PARP3,
ZFR, GALNT11, MFSD4B, ACSL6, CHAF1B, NDUFA3, FLOT1, ULK2, NRCAM, KCNB1, DESI2, SHARPIN, RNF125, rs11130795, CUEDC1, STARDY, GPRIN3,
PCSK5, POLR2C, CUX1, ZNF77, TBCK, MARS, RARS, PIGW, SAE1, RSC1A1, ZFP69, FOXD1, IL11, RLIM, FOXD4, ARID4B, GMDS, UBE2V2, BOLA1,
ADAM22, CDC5L, APLF, AHNAK2, WNT9B, FAM120B, ADGRV1, MFHAS1, SSBP1, PDIA4, GTF2H3, EOGT, B3GALT1, RBM43, PAM16, DDX3X, KIF3C,
SCG5, WAC, USP44, WHRN, PPP4R4, CELF4, SFRP1, CDKALL, ST8SIA6, VAV3, RMI2, TDP2, STXBP3, DAAM1, MIB1, ADD2, CNTNG, LRIG2, USP1, HCAR1,
ZNF420, RBL1, SLC25A43, SMADS, rs1393978, CDX1, ATRN, DPCD, HAPLN1, NADK2, ARNT2, KCTD1, SPOCK1, SPEF2, DCAF8, ZNF638, CEP250, DLG1,
POLR2G, CNTNAP1, KPNA7, APOL2, RNF38, FYB2, AHDC1, GLTP, ITPK1, POLK, GNAL, UBB, TRIM33, PAPOLA, TOP3A, NDUFAB1, COX6C, MS4A10,
RPS5, B3GAT1, PUF60, DARS, ELOVL5, EPS8, BAGALNT1, DAD1, LIMS2, SMO, GPC5, MCUB, TMEM240, ZMYND15, CECR2, ANLN, PRR16, PPP3CA,
KATNB1, BCLAF1, ALKBH2, FOXJ1, TRA2B, CLEC4E, MGAT4B, RTF1, GTF2H2, FGF17, RBPJ, DAPK3, LMOD3, EMP2, POLE3, PRDM16, TMEM98,
FRMD5, ULK4, TRIM2, OTUD4, PPM1K, NFKB2, ELOA2, DENND1A, TMEM99, SLC6A6, RAB3A, ABRAXAS2, BARX2, NLRP10, NLRP5, TMEM92, EDRF1,
RAD18, RANBP6, CRIPT, DEPDC5, RGL1, NKAIN3, FAAP24, ZNF395, RASSF5, ATAD3B, IKZF3, FAM47B, SLC25A21, ARIH1, LGI4, MFAPS5, NTAN1,
C12orf4, rs37535, MOB4, CLEC3B, NDUFC1, ARL2BP, KIF2A, ZNF79, ARL61P6, RARB, CCDC18, COG3, MAFA, CBFA2T2, UGT2B4, NAALADL2, UTP14C,
FUBP1, CT45A2, TNFSF12, PBX1, ALPP, ASH1L, RDH8, PHACTR1, GPR132, ATP1A1, MTSS1L, PLXNB3, ACVR2A, ANKRD52, MYOD1, SLC39A12, GNAO1,
PFKL, TEX13B, AURKB, FAM189B, PRPF39, PROX1, rs6074704, TIPIN, CCDC6, SLC17A9, TOR1AIP1, FOXL1, ADGRG4, BCKDK, CGB3, PFKFB1, POCI1A,
RAD1, NTM, PHYKPL, GDF2, PCBP3, CHAMP1, TM4SF20, GALNT17, LARGE2, HAGH, VSIG1, CNDP2, ITGB1, BVES, DSTYK, CSPP1, CYB5R4, LRBA,
LMAN2L, C1GALTIC1, DSE, FHIT, NFKBIZ, CREB3, ZNF157, GRIAL, SPDL1, FAM81B, ASPSCR1, CCDC90B, MAP1A, EME2, WNT9A, HAS2, CD200,
MARCH3, RUNX1T1, DKK4, SMCHD1, RRAS, ZFPL1, BCAS2, FMOD, LUZP2, KCNAB1, BMS1, MXRA5, BPIFB6, NFATC3, POFUT2, GNG2, SELENOS,
BCL6, GAL3ST1, MDH2, TXNL4A, RAB25, CRAT, SLC7A11, ZNF780B, VPS53, SPERT, NAA15, BLOC1S5, ASB1, MCTP2, TMEMS, CERS3, PLS3, FIGN, RPL24,
PWWP2A, FAM120A0S, ARID2, CALM2, GYG2, PARS2, CTSF, GNA13, BAGALT4, FBXO25, PDK4, GFRA2, NNMT, POLD4, EPHB1, DLL4, UBE2T,
POGLUT1, SMARCAL, RECQLS5, SSR4, NR2F2, FHOD3, PRDM1, TNRC6B, RERE, PTDSS1, CACNA2D2, FKBP8, POT1, KIAA1109, COX6A1, B3GALT2, CCT7,
EEF1A2, rs9388856, HACD1, HERC1, FAM111A, SLA2, HOXB1, INPP5K, CASQ1, INPPL1, BUB3, VIL1, CCDC107, CDC27, CNN2, WNT1, DBP, ZC4H2,
KDM5B, ME2, H3F3A, rs12682834, NECTIN1, CGNL1, CLEC4D, ZNF44, EFNA5, NXN, ADA2, IGF2BP2, CENPE, ZIC5, CYP3A7-CYP3A51P, CNTLN,
METTL14, SASH1, IL17RD, PHC1, PRAG1, ELOA, NGEF, ZNF582, STK36, MAPK1, HNRNPA2B1, RNF216, GADD45A, SBF1, POSTN, RCHY1, PPP3R1,
TACC3, UGGT2, SEM1, DMXL2, STIM2, UBE3B, IQCE, PPP2R5B, SPOP, OSGIN1, LINS1, IKBKB, TCL1A, ENOX1, DOK1, BAGALNTS3, PGAP1, NECAP1,
POLR2F, ST6GALNAC4, DCLRE1A, RIOK2, PDLIM4, CCNQ, CCPG1, DCBLD1, P3H2, VPS37A, CFL1, PIGQ, NISCH, TENM3, LINGO2, ZNF408, AMBN,
CEMIP, SLC35A2, CD74, CTPS1, SYNCRIP, ESS2, KCNJ12, ATP5J, NLRP11, CHRNB3, PID1, TAAR2, RFC1, TRNT1, KIF1BP, MAP2K7, ANKRD44, KIF27,
TMEM38B, SMPD3, NFE2L1, GRID2, ZNF423, CHST7, TBX18, RGL2, UTP6, SUZ12, EXTL2, CEP19, ELOA3, WWC3, GALNT14, RAB34, TRIM28, POLEA4,
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FGFS5, IFNL4, GUCY2F, ERLIN1, CHCHD10, ST3GAL4, DCPS, NFS1, CRMP1, TIMELESS, NUP107, DDX10, MAPRE2, CSNK1G1, RPA3, NLRP4, FGF16,
IFT27, DDX59, FLRT3, SEZ6L, NDUFB11, OSBPL2, TBC1D7, PRMT9, KANK2, SPP2, ALDH1A3, SPAG1, PPP6C, PRIMPOL, SUCO, GTF2l, KCNN2, BRD2,
DGKE, DNAH3, SSPN, SPSB1, ALG5, MESD, DOK2, GALNT8, WDR48, DCAKD, FSBP, EIF4H, DLC1, ACP6, SPRY4, RORC, BOC, MANSC1, STX1B, KPTN,
FBX038, LDB1, HDGFL2, GABBR2, RNF8, SLCO5A1, FCER1G, SNTB1, APEX2, SHOX2, RAD54L2, CPT1C, ARMC5, UBTF, POLD3, TXLNB, POU2F1,
COX7C, ERRFI1, MLLT11, ELK3, FAM111B, BAGALTS5, TTLL5, MMP19, FBX028, CLEC10A, INO80, HAP1, BAGALNT2, COL27A1, CCDC78, KDSR, MCMS8,
OLIG2, LACTB, MID2, CCDC148, ANKS3, PCSK7, HNRNPA1, ZC3H12B, OTOG, ERCC6L2, EPHB4, REEP2, ERC1, VPS45, USP27X, APC2, SLC6A17, STT3B,
ZBTB17, B3GNT2, FNBP1, S1PR3, ABHD1, ACTR3C, CDYL, OR52H1, CLPB, ZPLD1, PRTG, TLX3, RCBTB1, SEPT14, FAN1, MED20, DGAT2L6, CTNND2,
ANXA1, GUCY1A3, RBFOX3, UTP4, UGGT1, KRTAP9-3, PLCB2, TIAl, HLTF, HMGB3, HMG20B, NUP214, MAGEC3, PRAM1, GPR101, BAGALNT4, RC3H1,
MDGAZ2, RFC3, NSD2, MRI1, CROCC, SMIM3, SLC22A18, MANBAL, PIGZ, RMDN2, CLCN6, CYP2U1, SEPT5, MEOX1, DACH1, CMIP, CARD11, ATPSI,
APOLG, PLK1, DAB1, ST3GAL1, DDX47, P3H1, DVL2, DPP4, ZNF141, IKZF1, SLC26A8, HIST2H4A, SNTG1, KCNA2, PCYT1A, XIRP1, THOC2, CYFIP1,
COL15A1, CACHD1, EXOC6B, VAMP1, FRRSIL, RIC1, ARNT, MARK1, UBA7, PRPF19, RPA2, REST, CEP170B, MGATS5, IGSF1, FEM1B, TLX2, POLM,
ATP5B, POLR2I, NUDT?7, rs2988039, NDST4, TSEN15, SDHAF3, CELF6, COL21A1, E2F1, CLP1, CDC25C, CDH2, ACP2, COX7B2, PRAF2, CDX2, LRRC69,
TENM2, CAVIN1, MTMRS8, TANC1, CACNA1B, SERPINB7, TRH, SLC1A5, ANKS6, C150rf62, CACNG4, ZNF407, SUN1, RPSA, ZP1, STBD1, CXCL8, MGATS5B,
DNAJC3, HOXA3, CRY1, PBRM1, RNF20, PIM1, BRF1, FSTL4, PAXIP1, COG2, PNLIP, CDCA7L, MTOR, KCNB2, TENM1, SNRPE, C4orf19, SLC27A1, OAS3,
CDKS®6, P2RY1, RAB27B, SNAP25, KLLN, ZXDA, LRRC29, MYOF, TMTC3, LCK, AFF4, DEFB124, CRB2, UQCRFS1, ST8SIAL, CLDN23, SELENOF, RSPH1,
NALCN, KCNES5, SMOX, COPS2, RHBDD2, NCAPG2, PCNA, LMO2, PDPR, B4AGALT6, DOLPP1, BAGALT2, SLC38A8, MYCT1, ETV4, CENPS, ALDH1B1,
POMK, ARMC4, NICN1, BABAM1, MEGF8, REV1, TRMT44, SALL2, DHTKD1, CRIM1, rs2583136, TULP4, GABARAPL1, I1L15, TECPR2, PLEKHAL, LAT2,
PKNOX1, NSD3, ABCB5, GALNT7, MAN2A1, SPECC1, VDACL, TJP1, ZNF599, OR5H6, DEF6, JCAD, LRRTM1, TADA2A, KAT6A, GOPC, SLC35F3, TYROS3,
SNX14, CUX2, CCDC151, EXOSC5, CEP89, COA1, CCDC62, ZNF292, ARNTL, RAPGEF4, ZNF813, CTCF, COASY, CCND3, DOTIL, CLASP2, PDE1A, PBX3,
TFG, CCDC114, FOXK1, ADGRA2, EMX1, B3GAT2, ANGPT2, THSD7B, DYRK1B, DUOX1, EIF4B, C2CD5, PSMA4, ARSI, STK11IP, ZNF45, ZBTB42, CCNO,
ST3GAL2, OGT, CAMKMT, PDGFRL, ASXL3, TREX2, MFAP4, SCAPER, DENND5A, RARA, SS18, TAF6, DLG2, PPP1R12B, DPP3, TUBB2A, DAB2, RBCK1,
STARDG6, NCKAP5, PLXNA2, MN1, STXBP5L, GPR37, EBF4, OR2J3, CSTF2, DRC1, INHBA, ATP50, KNL1, DYNAP, DENR, CD80, DDRGK1, KLF8, EPB41L2,
PIWIL4, RAP1B, ADAMTS1, PRKG1, RASGRP1, ELAVL4, CDH9, PPM1B, NFIB, MBD6, CAPRIN1, ACKR1, GUCY1A2, FNBP4, SLC35D3, MXI1, SBK3,
EXPHS5, MAG, SERPINB4, KMT5B, ZNF451, RTTN, NIN, DDIT3, GPR152, GALNTL6, MCM9, CYS1, JUNB, ZKSCANS5, CACNG3, TET2, EPG5, PTH2R, RAB29,
ST8SIA3, MDK, PRKD1, MICALCL, CALCRL, SLC22A25, BCL2L1, MAPK3, JARID2, USP34, KIAA1549, CHIC2, MICALS3, SSX1, SLC9A1, GATAS5, SORD,
ST6GAL2, KIF1C, TMEM231, CABP2, POLN, SEMA3D, AP3D1, PRKACG, SERHL2, KLHL40, FGFR10P, MINDY2, HSF1, LAS1L, FAT3, POLR2H, PET100,
PCDHA3, DSG3, MGAT4A, STK35, DKK1, CCNH, AAGAB, CAPN5, KCNH5, MRPS2, RAD17, INPP5D, ARID4A, ST6GALNACG, LECT2, SRSF2, TCF3,
BAGALT3, SMC5, SLC13A5, BACH1, STAT2, ACTG2, REL, EWSR1, CHRD, LRRFIP2, KLC1, NT5C2, PDK1, IFNA1, MTSS1, CDK5, PADI6, HMMR, CUL2,
HEY2, GCG, ARHGDIA, HDHD5, CDK19, AUP1, CETN2, UNC13C, CCND2, CUL4A, PCP4, RIMS2, SYT17, PLD3, SLC6A9, POFUT1, CHSY3, EFCAB13,
RTL4, NNT, ALG10, SIK3, SNRPB, ELP1, SS18L1, TIMM21, BCL3, SOX11, C3orf35, DUSP15, CLIP1, ATP5C1, C2orf42, SEMA5A, Clorfl27, FAMIC,
HEPACAM2, NUMAL, STAC3, CPXCR1, CCDC198, GMPS, GPT2, RIPOR2, TRIT1, CTNNA2, NUDT15, RBFA, ARAF, B3GALNT2, IFNB1, ING1, ETV6,
GATAD2B, CRYGA, CCL3, ALKBH3, NANOS1, KDM3A, RPS14, APBBL1IP, TBC1D9, LGR4, PGM3, MYH7B, DNAAF4, ZMYM6, ZNF683, ADGRA3, ZNF33A,
RNF128, GCNT1, OR51G1, NCOA4, POC1B, FKBP1A, AMD1, PRKCA, TRIB2, COL6A6, TNS2, MAT2A, TUBB4A, RNF6, BOLA2B, WDR93, RUBCN, GRIA2,
WDR66, DAZ4, RETREG1, PHF21A, ATP5G1, DNAJC13, USP3, FLRT1, HDAC6, SPART, PLSCR3, XPO5, TOP1, RPS27
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CLMP, C50rf42, SLC18A1, RPS17, MMP2, CD44, ABCA3, TMEM216, PAX7, KCNMA1, A4GNT, ZHX3, ERCC5, MEFV, XDH, GCSH, EDN1, CYP11A1, ABCC6,
STOX1, DECR1, CXCR4, SALL1, NCF4, NAGPA, HYMAI, IRAK1, CFHR5, LMAN1, LDB3, IFT122, GALNT3, CHD8, SUMO1, GP1BA, NTRK1, LRRCG,
ANGPTL5, SLC6A11, TOP1IMT, MYO9B, CNGB1, MMP7, EP300, GPSM2, TBX10, PRKCG, NOS2, TRIB3, DTNBP1, DDX5, SLC26A1, COL4A5, ZEB1, SOD2,
CCDC28B, MSRB3, KCNK6, XK, MET, BANK1, ADAM7, MAX, TNS3, NR4A2, MED13L, EVC, TEAD1, SORL1, NFIA, SYN3, LEP, UBA1, SLC22A2, DMC1,
SERPINF1, TP53AIP1, ATXN10, NMNAT1, HMX1, DIP2A, CCL22, LHB, PTPN22, CYP2F1, ITGA3, RABGGTA, BRCAL, SLC26A10, CYP2D6, CRYGC, RUNX3,
EFNB1, PRKCB, LIPN, ACSM3, A2M, SLCO2B1, LMNB2, ABCD4, ROCK2, BBS12, VKORCI1, ELANE, TEK, TRPM6, UGT2B7, FEV, COL1A1, SLC8A1, PDCDS5,
GRK5, CLDN16, AP1S2, ISL1, NUDT1, GRK1, PRDM2, CD1A, FOXP3, SMYD3, SELL, WDR45, NEIL1, ANO5, LTBP4, GFPT2, RBM10, PYY, ARHGEF9,
GPR55, MFF, RAD23B, HIST3H3, PCDHA13, FOXE1, CNGA3, CD38, NATSL, NEFH, MFSD8, ALX1, ROR2, GSTA2, SMUG1, ZNF385B, MAOA, APOE, TNNT3,
GYPC, NR2E3, RFXAP, C60rf15, ALG2, PLEKHG4, TPM3, EPB42, HSPD1, PIWIL3, F2RL1, PRY, NTHL1, OPHN1, TRAPPC9, ADH5, SHBG, KIAA0100, MYH6,
LIM2, BCHE, GCLM, SLC24A5, BCL2, HCRTR2, HBZ, ARL13B, CAMTAL, ORC1, DRD3, AIPL1, SNX19, NME8, CHFR, THADA, PIK3CB, COL18A1, PXDN,
TNXB, A4GALT, CARDS, FUS, EMX2, TOX3, TF, RSRC1, COG1, THRB, MYBPC1, NPR1, MTMR14, DNAH11, ASS1, AQP2, ALAD, SLC9A9, GSTM4, F7,
RSPH4A, TFR2, RAG1, IRS1, SRP72, TSPAN7, POMT1, MFN2, LRRC8A, CYP1Al, ATR, THAP1, GBGT1, GRIK2, PCDH18, GNRHR, CHST6, DPYD, HTR3A,
POF1B, MAPK10, COX7A2, QKI, KDM6A, NCAM1, MAN2B1, OFD1, ACADL, FERMT3, ABHD12, AGT, SLC22A14, GLIS2, CGA, PEX16, FGF1, IL6R, CHRM1,
CHRNB2, UBN2, COL7A1, SEZ6, DBH, TFAP2B, CIITA, MUTYH, FANCC, RP9, NQO2, CDH8, AGPS, NEU1, PCCB, UNG, SPRY2, PRSS56, LZTFL1, XPC,
KLHL7, GSTP1, CCR3, SLC9A3R1, HBG2, ASAH1, ADRA1A, ZNF350, PTPN2, GIPR, MIR206, BST1, AHI1, SLC3A1, KISS1R, GORAB, GFI1, FHL1, GATAL,
LPIN3, AHR, MYLK2, MAD2L1, PRPF3, ATP10A, CHMP2B, TAS2R3, NFE2L2, IL23R, SPINK5, CYP4A22, UNC5CL, KLKB1, HP, BTK, SYTL5, PRND, PIGL,
IDS, HS1BP3, CLCAL, UIMC1, FXYD2, ZCCHC12, ATP7B, TRB, DCX, TBX21, PPARGC1A, KCNJ6, CASP5, OTOA, AHRR, POLRMT, NDUFA13, CYP19A1,
CD151, ZAN, CRYBA1, NPFFR2, HRH2, SOX9, CYP3A5, CUL4B, CENPJ, PITX1, RDX, CARD9, SLC34A3, CATSPER1, OAS1, CHRNB1, ADCY3, DCTN1,
LIN28B, CDY2A, ERMAP, GRIP1, APBA2, MUC2, TCF21, JPH2, AMELX, C5, SLC2A10, ANKRD26, ATP2B2, TCP1, SEPT12, CMA1L, HCRTR1, PAWR, TLK1,
LDLR, ASTN2, ELAVL2, TAB2, SIX2, GPATCHS, HPS1, FAM161A, PGM1, SNCAIP, KCTD13, HLA-DOA, CSMD3, RCAN1, IRF7, UGT1A8, PECR, FAM120A,
SHH, SH2B1, THPO, TYRP1, CD177, JAK2, TMPRSS4, TSHZ1, BICD1, TNFRSF1A, AKAP2, USP9Y, CASP1, CD8A, ACADVL, GTF2H5, MYCL, MIR17HG,
TNNT2, PLA2G4C, ABCG8, PHGDH, JRK, XIAP, GPS1, APOA2, KALRN, VAX1, IFNAR1, ATP6VOA2, SLC29A3, TALDO1, SDHD, USH2A, SUMF1, B2M, NF1,
MIRLET7E, IMPAD1, OLR1, NEGR1, EHD2, NCF1, SPG7, AGER, CBS, MICA, GPR33, SNTA1, IL20RA, ELF4, CACNG2, TLR5, H2BFWT, KCNV2, CLPS,
BTBD9, NT5E, NCSTN, GALNT9, NPY, IL18, GCGR, SLC16A2, NOTCH2, ADD1, KDM6B, CLEC4M, MGP, SOST, GYPA, ACLY, CYP4F12, KIAA0232, FKBPS5,
SMS, ERCC8, PARDGA, GPX4, GCH1, TYMS, SCNN1B, ZNF750, MCM5, ALG9, CSNK2A2, CPA4, MEGF11, CUL3, KRT74, SNCA, ITK, ESRRB, PRCD, HRAS,
RABL6, MAP2K4, ITGB2, CD72, TEKT2, CDKN2B, ZNF480, PROS1, PSMB8, MAP6, XRCC1, VEGFA, LAMA1, APOL1, SETBP1, ZBTB41, ITGA2, MME,
SHANKS3, GRIN2A, MAST4, EEF2K, CCDC14, COG8, MYC, NRXN1, ASIC3, ARSA, SUPT16H, PHYH, SOCS3, UNKL, CCNA2, IL10RB, ARID1B, WNT10B,
ILIRAPL1, WDPCP, VCP, PCSK9, NKX2-1, SLC35A1, LAMA3, SLC14A2, COCH, SLC30A2, SCGB1D2, SLC11A1, SH3GL1, SLC25A39, EIF3H, KIF1B, GSK3B,
GPDIL, KIR2DL1, TNFAIP3, PLA2G10, ADAMTS17, BLK, TAAR9, CLCNKB, APOM, PKP2, SPATA16, AMPD3, NPHP3, PTCSC3, TSEN54, MMP1, FBXO7,
CA12, PDEGG, HLA-DQAL, STH, GCLC, ZC3H14, CBX2, MAN1A2, ALDH5A1, FKTN, CTDP1, CRTAP, ZNF75D, IL18RAP, KRT86, STMN1, DPP6, MKKS,
STK39, CD109, SFTPAL, RHO, GRID1, TP53I3, BANF1, CR1, SLC22A3, HMBS, EBP, TOR1A, P2RY4, TRPV1, SLC25A15, GADD45B, UCP2, TDP1, FOXG1,
WFS1, RAD21L1, PROC, PABPN1, SLCO1C1, TAARG, SLC22A5, GRIN3A, FPR1, ATL1, ASPN, SMOC2, SERPINB11, NDE1, PPARD, FSHB, HLCS, AK1, CLNK,
TBC1D24, STK10, LGALS2, AAAS, ABCD3, C4B, DGCR8, GSR, NEU2, CACNALC, FIG4, IGHMBP2, SP7, BHLHA9, CCL11, IDO1, OBSL1, SLC23A1, SLC39A4,
CITED2, GRM3, FCGR2A, RBMY1A1, GPIHBP1, KRT9, FOXP2, HTR1A, NLGN4X, ALOX12, CCDC103, RB1CC1, POLR3A, NEIL2, EIFAE, ABHD5, EXOC4,
GSC, TRMT1, KMT2D, IMPG2, SLC29A4, MMP3, CRHR1, TRAF6, AXL, LMNB1, PNPLA3, F13A1, SLC10Al, CSNK1E, BRCA2, ACADM, KCNQ4, FMR1,
FAMB8AL, TUBB2B, CXCR1, BBS9, USP15, SLC12A3, C9orf72, PTGER2, SLC5A7, ERCC4, SLC31A1, MMP8, ESAM, ACY1, RNASEH2C, PKN3, COMMD1,
CBX4, BLMH, NTRK2, ADCYAP1, MFGES, SP110, KIAA0513, SH3BP2, SH3TC2, IL10, DHH, AGRN, CEP290, CNPY3, RTN2, TFB1M, PRPH2, IRX4, DXO,
SPANXNS, NFKBIL1, TLR10, CHD7, APBB3, WDFY3, SLC30A8, CEP63, RPS10, DPM1, IAPP, KLK7, ALOX5AP, LRP1, NKX2-3, GP1BB, ANKH, RIPK3,
TAS2R9, RFT1, RAETILL, SLC6A1, SH3PXD2B, SAMHD1, OCLN, EPC2, ATP13A2, NELFA, NAGLU, PAX6, KRT4, SCG2, CDON, TREM2, SERPINI1, MMP14,
FMO3, POU4F3, MDM2, KCNK9, TAP2, CALHM1, THSD7A, NBEA, LHX4, AKT2, EGFR, MAP3K15, NDRG1, PTPRQ, GBE1, FMO6P, SNORD50A, SOD1,
SIRT5, BCR, ZFP36L1, PAPD7, CYSLTR1, NKX3-1, CHD2, TRIM17, GALP, ERBB2, CREB1, FANCM, TRAK2, DDX3Y, LGALS3, UGT1A7, MYTI1L, CFL2,
TMPRSS3, UPB1, FUT3, KCNA3, CLDN14, DBI, PIF1, LPIN2, CDT1, SMARCA4, DIABLO, TRHR, TPSB2, LRP8, TGFBRAP1, MASP2, CNTN1, AGL, BBS4,
MINPP1, CCL3L1, TMEMA43, HS6ST1, AKR1D1, STAT5B, PRPF8, SCT, SKI, OAS2, GLIS3, MPP6, TBL1XR1, KRT16, G6PD, KLF5, TNFSF8, NUDC, PROKR2,
VCX3A, TACSTD2, HBE1, BCAT2, C5AR2, NRG3, FOXI1, MYOC, F10, BCKDHA, GIF, COMP, THBS1, TAL1, TCAP, PLEKHG5, SNAPC5, MOCQS, VIP,
SLC6A8, CALCR, MC2R, TBX3, CHRFAMT7A, VCY, D102, MPLKIP, PRX, RAD50, TRIOBP, CABIN1, SYNE1, MTHFDI1L, MBTPS2, MVK, TUBGCP4, TSPYL1,
UVSSA, NCOA1, CDK7, CRELD1, CHEK2, GAS2L2, DRD4, ADH4, CD247, CDAN1, GRPR, SYT11, MCM4, DCAF13, SPTBN2, HTRAL, SLC26A2, ATP2B4,
SPATA31C1, PTH, TARDBP, SLC24A1, LRSAM1, B3GALT6, CETP, APOC2, NXNL1, PTPN6, HADHB, ADAR, P2RX1, ILDR1, ARMS2, HBM, GRIK3, PDE10A,
GRXCR1, CACNB2, EN2, TCTE3, RHOG, HBB, HEY1, KNG1, CASR, GPAM, CANT1, IRF2, RUNX2, PGR, GRK4, SRPX, PRPH, FGF10, ODC1, SDC3, MC3R,
PHEX, SOX6, MSMO1, THRA, POLH, PTGES2, ENO3, COL4AG, GAS1, SGSH, SLC35G2, CXCL10, TRPM3, GALT, PLG, FECH, TYR, ATP6AP2, TACR3,
SLC7A7, CA8, SLC35C1, IL10RA, KIF1A, IL36RN, VCAN, UBE2A, TSLP, NHS, CNTNAP5, SLC1A3, RNF139, SFTPC, RPL35A, SHANK2, MIR140, JUP,
SLC41A1, LRCH1, RBMXL2, SULF1, PRDM5, DCXR, RAB11FIP5, TTTY13, SOHLH1, CDKNI1A, LPL, MAGEE2, CLEC2D, HCN4, HFE2, CUL7, LIPC, D101,
EIF2B1, GSTZ1, SLC6A12, RASAL, ITCH, ZCCHC13, GATA2, SLC2A2, EXO1, HRC, GABRAS5, PIK3R1, GPC3, TAF1C, MAF, PDGFRA, PTPRJ, CSTB, TET1,
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ADRB3, DMD, FAM205A, MS4A12, FPR2, OTC, FOXH1, AGMO, KCNQ3, ABCB11, SLC22A12, FZD3, TMIE, HADHA, CCBE1, DLG5, SAGE1, PER1,
ZFYVE27, SMARCAD1, BMI1, VMA21, MASP1, SLURP1, SHOX, ATRNL1, MIA3, AREL1, TMEM135, G6PC, CHRM3, TBX22, TOMM40, CPE, UPF3B,
TUBGCP5, NOBOX, ADNP, POLD1, VIPAS39, BTD, LCAT, MIR196A2, APOA4, POMC, PMS1, IL9, HOXA11, RAB28, TFCP2, NLRP12, ALAS2, ST3GALS,
RPN2, NFKBIA, CNOT3, MIR2861, IGFBP3, GAK, PSMA6, ARHGAP24, ALB, C4ABPA, CPT1A, C1QA, ALMSI, KIF22, DCN, GSE1, PRB4, NINJ1, EFR3A,
COL11A1, UCP3, FOXF2, MLH1, VAMP7, IFNAR2, HLA-C, CYB5A, SCN10A, NXF5, MKS1, P2RY11, CX3CR1, ITGAE, PLP1, KISS1, ZNF804A, FUT2,
PTCHD1, FZD4, NARS2, GALNS, TMLHE, SERPINB3, LIN28A, KCNJ11, FAM20C, TSPAN17, ABCC8, BPI, DHRSAL1, BNC2, SERPINA3, XKR4, MCPH1,
MT2A, FABP2, SYNM, BMP2K, ALG1, TBC1D23, HEXA, HNRNPU, MAP2K3, FLT4, SCAP, OMG, NDP, SLC4A4, FKBP6, BRAF, TWIST1, EPO, PAX5, GJB4,
COL1A2, DTNA, LY96, AANAT, AKT3, CRB1, KLK3, IL1R1, LTBP3, KHDC3L, AMHR2, DDX20, PROCR, PHKB, PHF11, PASK, HEPACAM, KMT2C, SI, GGT5,
KCNE4, TRIM5, KCNS3, APOC1, BAAT, ARID1A, MBD1, MLYCD, FLVCR2, ZBTB40, AP1S1, SDHA, CYP4B1, COL12A1, ALPL, SMAD6, CHST3, SAT1, BTAF1,
COLQ, NRXN2, UGT2B28, HYAL1, ABCA13, PNP, HDLBP, RFX2, MAPK8IP1, CHRNA7, PIGM, GNB3, FANCD2, ARL6, MEF2C, PSPH, LBR, IL2RG, AFF3,
COG7, MYB, XRCC2, RPTOR, ERBB4, KANK1, ZAP70, GPHN, DNASE1, SLC6A2, LPP, PTPRCAP, IL12RB1, ATRX, DMRT1, CHST8, ACTN3, ELP4, RYK,
IRS4, HSPB6, NMB, GSTA1, MIR146A, TGFB2, SEMG1, TRAF3IP2, CHRDL1, CHRNE, LAMA2, HSPB8, RLBP1, GAL3ST3, AXIN1, ARVCF, TRIO, POLR1C,
NID1, ID3, KIF7, C1QC, MMP13, C8A, MTM1, CAPN3, CSNK1A1L, HCP5, RNF170, KBTBD13, KCNE1, CD4, DSP, NDST1, IRF1, FAM20A, SDHB, CLRN1,
MBL2, SH2D1A, MUSK, TPP2, PLIN4, GTF2E1, PKD1, JAM3, DDOST, CHSY1, DIRC2, MYOM1, PHKG2, EXT2, DIAPH2, DOLK, ACVRL1, CLN8, MECP2,
FCGR2B, DIP2C, NFATC4, NOS1, SNIP1, BMPRI1A, YBX2, PRL, TIMP3, RFWD2, CIB2, ABCG1, LRTOMT, ARL11, SPAG16, CREB3L3, COG6, TMEM127,
ARHGEF12, RAC2, GLUD2, CD55, PLN, PRDM9, SMAD3, TBX5, RHD, HMOX2, PTGDR, GJB6, CCDC39, ZNF513, PLP2, HTR2C, MDH1, ITGB4, KRT13,
CACNALE, PEX14, FMO4, PAFAH1B1, OTOR, DRD5, UBE2I, FYCO1, FBLIM1, PLTP, MUC3A, DUOXA2, CNTN4, ANGPTL3, MYO6, DNAJA4, DOCKS,
EZH2, MYO1C, FAS, KIFAP3, PON1, SPRN, HBEGF, OSMR, SOD3, CYP21A2, CYSLTR2, ZC3H3, DDAH1, ACBD5, MGAT1, ALDH4A1, UGT2B15, MIR502,
DNASE1L3, CRYAB, PRY2, SLC26A3, KIF11, SLC40A1, PTHLH, TNFRSF11B, PKLR, OR7D4, MIR27A, CD36, EXO5, OPN4, ARF4, OR13G1, CLK2, ZPBP2,
LMF1, TNFSF15, FANCL, NCF2, SECISBP2, SLC12A6, MRPL48, XRCC6, GABRR2, HUS1B, PIK3C3, DHDDS, PAX9, NEFM, C1QTNF5, BCL9, SYN1, ABO,
PIGV, TRAF3, LETM1, APBB1, NIPSNAP1, F9, LIPE, BAGALT1, CNGB3, CHD3, BCAP31, CHD6, HMCN1, CD40, FGD4, GDI1, ZNF81, PDXK, CCM2,
EFTUD2, TAP1, LRRC4, CYP11B2, IGFBP7, FCRL3, SCN4A, FGB, EHMT2, EPHAS5, OVGP1, FOLR1, HACE1, MYOT, HAL, BCL2L2, EMG1, AQP4, MERTK,
RD3, SLC47A1, ORMDL3, TBXA2R, ALOX15, DMPK, TECR, SMC1A, CCL7, TP73, DSC2, GRIK4, TMPRSS6, ATP13A4, SERPINAL, ANTXR2, COL4A3,
SLC6A18, PEX1, TAPBP, RET, MASTL, RUNX1, FADS2, IL1IRL1, ALX3, KIR3DL2, MID1, SNX10, LIPH, ATP2C1, CYP4F3, ALDH1A2, GABRG1, AHCY, ALG12,
CCL17, KHK, ESRRG, CNGA1, RDH5, ISPD, GLP1R, CD58, CSTF2T, TRIM37, TMEMS8A, IFNL3, GRHL2, SELE, NLGN2, PROKR1, ABCB1, CNR1, GPR12,
ABCC4, DLG3, MFRP, CC2D1A, STRADA, PLAGL1, MAGT1, NR2E1, MS4A6A, LLGL1, FTL, KLF6, THBD, NR5A1, SRR, CYP4V2, CHKB, HUWEL, FAAH,
IL17A, TMPO, ACCS, LEPR, LTBP2, SV2B, CYP2A6, PGBD1, GP6, SLC25A22, ILK, SLC22A1, EYAL, PITX2, MYBPC3, GJA4, FABP3, RNF113A, MYPN,
CAMKK1, SIM1, NHP2, SATB2, CLCN2, KCNJ9, ZFHX4, DPM3, AP4B1, SLC25A13, SMPD1, TH, COL6A2, ANKS1B, MFSD2A, CHL1, VANGL2, CNTF,
AKAP10, FA2H, ALG13, KLHDC8B, TRD, SLC13A2, GSN, EGR2, WWC1, FRMD6, MYH3, SULT1A1, HOGA1, ANK2, RAB23, PLA2G4A, AKR7A2, FKBP10,
VLDLR, CERKL, MAP2K2, DBT, SLC1A2, INVS, MPO, ZBTB16, PDGFB, ELN, NTF4, VIM, MPI, TLR8, HPS3, ABCC3, HLA-DMB, SPR, HOXA10, KIF21A,
RHAG, LZTS1, CLUL1, CPN1, HLA-A, RSPO4, LDHA, EDNRB, SLIT3, CD27, PEX13, EGLN1, MIR106B, GRIN2B, NR1H2, NLRP7, CD226, TCTN1, STAT3,
WDR36, TPCN2, MBD4, ROBO1, ATN1, ARSB, ORAI1, TSSK3, RUVBL1, ADAMY, TPH1, MAD1L1, APAF1, UBA3, NEK1, MYH11, MATN3, IFNGR2, NDUFA4,
ANKRD11, ITPR1, SEZ6L2, SEPT9, DDAH2, GUCY2D, ATXN3, CIDEA, SLC26A4, SLC45A2, H19, SOX17, PAK3, DPYS, TGFBR1, PWRN1, WDR4, HK1,
VPS33B, NAA10, HEXB, ACVR1C, NDUFAF7, MIR24-1, GALNT12, POMGNT1, TNKS, CRLF1, ABI3BP, PYCR1, GRHPR, WAS, MADD, ATM, LTN1, HSPA1A,
BLOC1S3, TINAG, NEUROD1, IL17RB, GNAS-AS1, PARP2, GSTT2, CAMP, ADAMTSL2, PPIB, CYP2A13, UGT1A4, GOLGAS5, SMPX, ALDH7A1L, LCAS5,
KCNJ10, DHX37, UGT1A6, ANG, ACSL5, SMAD4, NMT2, SLC6A20, RRP1B, PFKM, EEF1B2, STAT6, DKC1, CCDC40, PER3, DAZ1, SCARB1, CACNALF,
UBD, DNAJB6, NAGS, GREM1, SUN2, PRKAG2, AGXT2, RFX8, KERA, PPT1, MLLT3, UBE2B, NUMBL, MUC4, MST1, PLOD3, SULT4A1, HAVCR1, BPY2,
C7, WASF3, DYNC2H1, GLYCTK, MTUS1, GABRAG, UROS, MMEL1, TRAPPC10, LEMD3, MGMT, AIF1, MR1, FFAR1, CSH1, MAP4K5, F8, ACHE, SLC28A1,
KRT6A, EGR3, MYO7B, SERPIND1, PTF1A, IFRD1, LCE3B, SIGMAR1, MTNR1A, PPP1R3A, MCL1, PABPCAL, PRNP, ACTN2, SHMT1, ADCY10, FOXAS3,
NEB, KLK15, TLR3, IL6, CTGF, FGF14, POLB, BRD1, PRICKLE2, ZNF335, MTMR9, MCCC2, CPT2, IVD, NSDHL, UGT2A1, EPOR, TOPORS, CLDN19,
CASP3, CACNA2D3, CCRL2, RNF213, TMEMG67, SLC7A2, NCKAP1, HSD3B7, VDR, ACE, AGO1, TAS2R16, IRF4, OPN1SW, ZNF213, ITGAM, L1CAM, DSPP,
RGS2, MSTIR, DLL3, FASLG, COL3A1, MIR126, CACNALD, ETNPPL, PRKAA2, ARHGEF11, UHRF1BP1, PIK3R4, NDUFV3, UBE2NL, KRT14, PACRG, BBS2,
ABCG2, PGAM5, GRB10, TBL1X, PCDHA10, SPAG17, HNF1A, EPHA3, NIPSNAP3A, INSIG2, STXBP2, FUT1, PECAM1, MS4A1, TMEM9, PTPN1, PEX2,
MYH14, IFITM3, CC2D2A, DNMT3L, DSC3, WDR11, TBX4, BTN1A1, B3GNT3, NT5C3A, LHCGR, GPR179, CNR2, CD59, PLCG2, HRH3, TTR, CAPN13,
HTR2B, CCR1, CRYGD, PGRMC1, MAOB, ITGA2B, CACNB4, PTGDS, PSAP, NCS1, CHM, CYP1A2, STX1A, LYN, BPIFA1, TGFB3, POMP, ELK1, HGD,
BMPR2, KLF7, B3GALNT1, MYO3A, ADAM33, DNASE2, MGAT2, MSH5, TCN1, NOP56, PYGL, CTSG, GRIK1, CUL5, ICAM4, FPGS, NOD1, SOX5, KIF6,
OTX2, DSCAM, SLC5A5, MCOLN1, IL12RB2, NFIX, SLX4, PLA2G5, PALB2, SEPSECS, RNASE3, IL9R, MED17, DIP2B, PIK3CG, BCORL1, PIGA, LPA,
COL4A4, TPP1, IL17REL, C8B, UTS2, GJA3, TUBA8, TMPRSS5, BRAT1, STIL, NQO1, CYP3A7, RPL5, NODAL, HSPA9, FFAR4, AXIN2, HCCS, LHX3, MIR934,
TAF1, MYO15A, S1PR1, CD79A, CIC, PIK3CA, HCN2, IRGM, ITIH6, SLC9A6, HTT, KDM4C, SLC6A5, DAZL, ERBB3, HAND1, CYP2C18, FGA, IGFBP1,
IFI144L, SLC1A1, loc344967, FREM3, PSAT1, PTPN21, MOK, TBC1D1, IQGAP1, IFNG, TGM6, AGPAT2, EMD, RETN, APH1A, SLC6A19, SLC12A1, CYP27Al,
GTF2IRD2, WDR35, FOXL2, HTR6, SLC7A9, SMC1B, KCNQ2, GRM5, PEX3, FGF2, C20rf71, CLU, PRODH, CXCL12, DIAPH1, CORO1A, OPRD1, C190rf12,
COG5, AKAPY, LGI1, CRYBBL, SIL1, GYPB, FEN1, IGF1R, WDR72, UNC93A, SPTB, EFEMP2, DEFB126, PKD1L1, MIR191, PCM1, CAV1, ALDH1A1, NLGN1,
FMOS5, HPRT1, TNFRSF1B, RNASEL, DNAH9, FANCI, PIGN, IGHAL, SHROOM3, RAD54L, SNRPN, HMGCL, ALX4, CACNA1S, CORIN, ABCD1, PLEC,
NCAPD2, ANK1, ASNS, POLR1D, GJD2, ABCB4, EPM2A, USB1, SETDB2, SFTPB, FAH, CARTPT, HNF4A, CNTNAP2, TNFRSF10B, USH1G, FRK, TBX19,
CDKB5R1, PAX8, OPN1LW, SNORD115-1, HIF1A, SLC2A4, TSEN34, RPS19, FEZF2, SLC26A9, KIF18A, C1QB, MAP2, TNFRSF11A, NOS3, TRAC, SEMAA4G,
CYP11B1, KCNIP4, CDC73, CFTR, VSX1, GSTM3, MIR96, SPRY3, KCNA5, WRN, SLC47A2, ST14, RHBDF2, XBP1, CEBPA, ACSF3, FBXW11, CRYGS,
ALOX12B, TDGF1, ERCC6, NOS1AP, DGCR6, PRMT3, PTPRO, CD3G, CDKNIC, PPAT, SIRT3, AQP1, COL17A1, GFAP, NIPAL, IL7R, ACTB, LCE5A, TLR4,
BSCL2, CFHR2, PCDH9, MKRN3, ADAMTS13, SLC30A5, HSFY1, ACVR2B, 1YD, SUFU, NKAIN2, SPATA21, CYP2C8, MYO7A, CD96, ACVR1B, MIR17, ROM1,
CSNK2A3, SFTPA2, MLH3, CD1E, IFNGR1, MAGEL2, SLC29A2, CD320, SMG6, MPP3, INSR, ARHGEF6, TGFBR2, TLR9, DEAF1, GLRB, AMN, ITGA11,
PTCHD3, MBD3, MDN1, HLA-DRB1, PGC, FGF3, TNFAIP2, FOXN1, IER3IP1, PEMT, ARHGAP6, MCM3AP, KCTD7, NOG, MYO1F, ST3GAL3, HLA-B,
PPP2R2B, TCF7L2, TCTN2, VSX2, GPD2, RBM8A, ITGA9, SCUBE2, VANGL1, DAOA, PIGO, FABP4, GPANK1, DDX58, AKT1, GBA3, MCM6, ABCA7, FRZB,
RPGR, COL6A3, RP1L1, APOBEC3G, CATSPER2, PTCD1, GNPAT, ZFHX3, SCRIB, AURKC, CYP2B6, CAMKK2, FZD6, PITX3, PON2, UNC119, KLK1,
MLXIPL, MAP2K1, GH1, HPS5, ANK3, SLFN5, KRT5, GNAT2, TIMP2, SIX1, CDH12, ARSE, SREK1, GTF2IRD1, CCDC22, MAK, BSND, COL6A1, OAZ1,
COX411, AMT, SGCE, WNT4, PRSS8, KCNK18, FRMD7, TCF7, TDO2, SAMD9, KITLG, HSD11B1, KRT6B, SUMO4, SATL1, AKR1C3, SETX, CACNA2D4,
DDR2, COL5A1, TMEM2, IL20RB, ZNF592, SERPINC1, CFP, DCTD, F3, CTSZ, DOCK3, STX16, NR1I2, KCNJ5, LMNA, CASQ2, APOA1, PYGM, PRICKLEL,
WNT5B, TAS2R38, CRYBB2, SLC25A38, FTCD, PSEN1, CTHRC1, GPC6, HIP1, MCF2L2, WNK1, CDKN2A, LPAR1, TSHB, SCN2B, RELN, RECQL4, NKX3-2,
HAS1, DPAGT1, ST7, TRPS1, CASP2, ATCAY, TM4SF19, DOK7, ATG16L1, LCE3C, JUN, CSFIR, MYL2, PTH1R, NOTCHS3, NF2, ADAMTSL3, TREX1,
TNFSF14, PRRT2, AOAH, CA6, ESPN, CEP57, AR, CRKL, SESN2, NUP62, GATM, AP4E1, ZFP57, MYO18B, PGD, RSPH9, ARHGEF10, MPG, GAD1, CASP12,
AMELY, CLCF1, MIR30C1, DHX36, HDC, KLHL3, SYTL3, SCGB3A2, TNR, ADCY9, DPP10, ATP6V1B1, NOTCH1, PTPN13, SLC22A9, OCA2, SSTR5, PNPO,
PDYN, DAPK1, SUOX, IDH3B, CDH5, NPC1, GSTT1, UGT1A3, CD40LG, CES1, TRAF3IP1, UGT1A5, SMARCEL, VRK1, B3GAT3, RASSF1, ICAMS5, AARS,
CYP3A4, SLC27A5, ACSM2B, IL7, SAR1B, SCN9A, APP, POU5F1B, GATA4, MNX1, C6, PRSS1, HLX, PTGIS, MDM4, ZNRF1, MAMLD1, NDN, HBA2, FBLN5,
SNCB, TNNT1, RAB7A, PMS2, HELQ, ITPR3, CBR1, RNLS, ZNHIT6, SRY, HMSD, RAB2A, ACTN4, HPSE2, PLCEL1, INSL3, MLC1, EIF2B5, KCNJ2, PINK1,
PSTPIP1, CYP26A1, CNBP, SLC4A1, HSPB1, PMPCA, HSD17B1, DMP1, MPL, RMRP, CUBN, ADAM12, IGF1, SLC52A1, HSD17B10, HSD17B2, NUP155,
RBM15, TAS2R43, FRAS1, DAZ3, GDF15, CYCS, TECTA, PRKRA, HMGCS2, B9D1, MITF, NKX2-5, GYS1, BTN2A1, DDX11, DNAI1, CACNA2D1, DEC1,
SLC33A1, HRG, PROP1, PON3, RPA4, HCN1, SYCP3, MSH3, UGT2B17, FGFR1, FXYD6, MTNR1B, SPECCI1L, CLCNKA, TTC37, HLA-DRB5, GOT1, GPR143,
TMEM39A, PCSK1, HOXAL, PIKFYVE, UGT1A1, SYNGAP1, HOXA13, PCOLCE, FRY, CSF3R, UTF1, DKK2, IRX5, HERC2, HSD11B2, LRFN5, HNMT, ITM2B,
PAPSS2, ASPRV1, CYP2C19, PIK3R5, UTRN, CDK11A, COL9A2, KRT1, PALLD, IMPDH2, TLR1, TENM4, AGBL4, ZIC2, SMC3, GSS, SIX5, FIGLA, CASC16,
KCNAL, HSPALL, SSTR2, CLN5, BIRC5, CHRNA5, CES2, GNAS, DDB2, DDX53, GHR, DUX4, DYSF, GOLGA3, CDKL3, MTRR, BBS7, HTR7, GLE1, RIPK4,
ASB10, MS4A2, BHMT, NPC2, LAMTOR2, AVPR1B, MSMB, ALDH18A1, TPI1, DNAJC5, GATA6, RPS4Y2, MSH6, ALDH2, AIRE, C3, QDPR, MRAP, GJB1,
PIN1, SLCO2A1, FOXA2, RIN2, PDE6C, SIPA1, APOC4, GSDMA, MIR34B, NDUFA8, UBR3, DNM1, UGT2B10, UGT1A10, SORT1, IGHG2, USP7, ASCC1,
RBFOX1, SERPING1, KIR2DL4, MEIS2, FZD9, HESX1, TNFRSF10A, ASIP, SCP2, KL, GNAT1, IFT140, ALCAM, MPP4, ERLIN2, SLC22A6, CEACAM16, GPD1,
ZNF41, CDH15, NPM1, BCAM, ADAM19, FKRP, HLA-DRA, SSX7, GCK, DNMT3B, GUCY2C, ADRA2A, TERC, DAO, ADAMTS16, WDR19, EDNRA, NIPBL,
POGZ, EFHC1, GHRL, GUCA1B, SLC17A3, ZNF24, WT1-AS, FRA10AC1, LDHB, CRYBA4, HVCN1, RYR1, PENK, LTBP1, TRIP12, SMAD9, FGF8, KCNE3,
LRRK2, MBD5, LIF, OXTR, ACTC1, KDM5A, PSMC3IP, EPX, WNT3, ATF1, ZBTB18, DYNC1H1, FGFR3, IL5, HES7, CLSTN2, KRT37, FSCB, BBS1, OPRK1,
CDC6, CST3, SULT1C2, CHI3L1, WDR62, DHX16, PKHD1, HPS4, CRP, OCRL, TTLL11, GLA, NEBL, HSPAS8, CEL, IMMT, PICALM, AGGF1, ADAMTS2,
ARPC3, MYH13, NPHS1, TRPV5, COLEC11, HOXD13, TCF4, APOBEC3B, CDY1, MED12, ABCC11, GALNT18, MYH2, CYP7AL, ASAH2, AURKA, SRD5A2,

-80 -




PNPLA6, SPG11, KCNJ13, AP3B1, AKR7A3, IGLL1, DNAAF1, MIR182, CSRP3, FN1, MTR, MMP20, KRT17, DHFR, ZNF711, CHRNA2, TTC21B, TPMT,
DGKD, LOXL1, IQSEC2, UBQLN2, NR113, MEGF10, PRRX1, FAM83H, KLHL9, GAA, SCN1A, STRC, RPL10, GDF9, ECE1, HCK, LIPI, CDHR1, CSTA, DISC1,
GABBR1, MIR890, NIPAL4, SCN3A, CLTCL1, NUAK1, ALG6, CDSN, NPPA, LAMB3, MOGS, CATSPER4, OPN1IMW, FMN1, CARD14, CCL26, RPE65, NCOA3,
MTHFD1, PLA2G6, ZFPM2, DEFB4A, SEC63, PIEZO2, FTH1, GC, PAFAH1B3, ADRB1, ALDH6A1, SNTG2, G6PC2, MUC5B, CTSB, ZFP36, UMPS, TNF,
COG4, FANCA, BFSP2, PGAM1, FRMPD4, GRM6, IKBKG, NGFR, KLHL10, MEIS1, NSD1, CRYBB3, EDAR, NEDD4L, EGF, GNRH1, IL1A, BRCCS3,
CACNAI1H, ERCC1, CAV3, HARS, KCND3, AGO2, TRIL, CREBBP, AKR1C4, PARK7, PAX1, AP4M1, COQ5, TUBA1A, SGK1, ABCC2, COL5A2, NOP10, SELP,
IFT43, NAIP, MYOZ2, XRCC4, SOX10, AOCL, KIT, SIGLEC16, TRAPPC2, KRT8, PDE6H, EPHA7, SCN4B, PPOX, SERTAD1, HAND2, NSMF, ANTXR1, RHCE,
DGAT1, TAC3, RAD54B, ATG7, MED25, SPP1, GLI1, FBN3, BARD1, DGCRS5, SFTPD, MCFD2, MIP, F2, ZNF627, EIF2B2, WNT5A, TRPAL, GNS, FDFT1,
PEX26, PTGS2, BMP7, CFHR1, ADAMTSL4, LRP5, ARFGEF2, KLK4, NEFL, CTNNB1, GALNT2, NAV2, ADH1C, DND1, ATXN7, EFCAB5, STK3, IL21R,
REPS2, ANO10, FCGR3A, CYP2C9, DNMT3A, FSHR, FCAR, WNK4, KRT83, BMP15, GAD2, ITGA6, BAG3, C1GALT1, CCND1, CTSK, PIK3C2G, PRKDC,
IMPA2, MSR1, TRPM2, EXOSC3, ZFP90, ATXN2, RS1, S100B, BMP2, LAMC3, NPY1R, UGT2A3, PCDH15, CHDH, ESR1, GCNT2, GABRG3, SLCO1B1, SST,
KCNN3, PRF1, CDK4, GIGYF2, ITIH3, CD79B, EDA2R, IRS2, CLN6, ANAPC1, DMXL1, PTPN14, GPR1, HTR5A, GRM1, RAPSN, PDE4D, TRPC4, ROPNIL,
GEMIN4, GAP43, KCNMB3, KLK12, PCDH11X, TMC6, DMGDH, RIMS1, OTOF, XYLT2, TEX14, RRH, DRP2, DHCR7, PDZD7, FGFR4, SLC19A1, POR,
SREBF2, PIK3CD, ACAN, TGFB1, ALG11, DOCK4, APEX1, ZIC3, CEP68, EOMES, PAX2, SCARF2, MPDUL1, PSEN2, KRT31, PTGIR, FOXE3, ART4, PRM1,
NLGN3, DAG1, WWOX, TIMP1, ABCA12, GP2, PLOD2, CHIT1, RPS24, PCSK2, PI3, MRC1, MAVS, SMG1, IL13, CD86, FAM91A1, LFNG, PIP5K1C, CHDI1L,
GPT, CNKSR2, CSAG1, FUTS, IBSP, AGA, SNURF, B9D2, STAT1, CPZ, POLR2M, IGFBP5, ATXN3L, NRTN, MMP12, TNFRSF25, PEX11B, GABRAL, HABP2,
REEP1, BMP10, MYOCD, SLC2A1, CER1, ATP2A3, PTGER4, CCR7, KCNQ1, EPCAM, BCL2A1, CTTNBP2, ZBTB24, SPAST, PLXND1, NLRX1, BSG, SLC26A6,
PDE7B, FN3K, MS4A3, EFEMP1, BIN1, FGFBP1, ALS2, TRIP11, MOCS1, DOCKS, SYP, GLCCI1, PTPRC, OLFM2, MYO1E, DUSP23, CD14, ABCC9, SNAP29,
HMGCR, WDR45B, CDH3, INSL6, NR3C2, NPAS2, PRSS3P2, IQGAP3, CRADD, BLNK, CHGB, COL9A3, IHH, IL19, DIAPH3, DOC2A, XKRY, UBR1, GGH,
ADARB1, COL9AL, MCCC1, VPS35, GPC4, COL4A2, SRCAP, LUM, C1S, BPGM, TCF7L1, GFPT1, HMOX1, GLO1, MC4R, FAM126A, TRPM7, INS, ERAP2,
FLT1, PFAS, ALOXE3, EXT1, SMAD2, FCGRT, EIF2B4, SIX6, CCR6, TSSC4, TSPAN12, COL11A2, PLD2, ASL, GATA3, TFAM, ZNF365, ALG10B, ARX,
LDLRAP1, ANGPTL4, HHEX, GTF2H1, FLCN, MPZ, NAMPT, CYP4F22, ABCA10, UROC1, FOXC2, HDAC4, GLRAL, CTNS, GDNF, FAAH2, TRPC5,
SCGB1A1, TEP1, GSTM1, CRH, ACP5, TBCE, CA4, PLCB4, HSD17B3, SAG, CTRC, HOXA2, TSC1, MSH4, DKK3, TULP1, CYP27B1, FTO, VPREB1, USP46,
SPI1, GYS2, PLAT, TNFSF11, RPGRIPI1L, PTPRF, BLVRA, POLL, FRG1, TYK2, MUC6, MYL3, NRL, THBS4, SDHAF2, RAX2, PIP4K2A, MYLK, CYP4F2,
UNC5C, HOXD10, CXCR3, KIF17, CHI3L2, GPBAR1, SRPX2, CBR3, CTLA4, UBAC2, PLA2G2D, AQP3, RAB40AL, GLMN, KRT6C, CSGALNACT1, APOH,
PDX1, LCN10, PRPF31, TLR7, SMAD1, PLCD1, NPHS2, RAB3GAP2, CLCN1, CLEC7A, SOGAS3, IL17F, MUT, IL4, SELPLG, NAT2, TTC8, POU6F2, OPCML,
ALDH16A1, F13B, KRT38, HLA-DPB1, XIST, HSD3B2, GNE, MGATA4C, CEP85L, SLC39A13, ARLGIPS5, TUSC3, GABRD, LIPG, MYF6, MGST2, TRPV4, APOD,
NEKS, SULT1A3, RBBP8, HDACS8, PLCZ1, MED13, SIGLEC12, SCN1B, ACVR1, DNAAF2, STAR, RNASEH2B, F2R, PHF2, KLB, TAS1IR2, MTAP, ADORA3,
COLG6AS5, ASMTL, PIK3R2, GZMB, FCGR3B, BMP1, CYP3A43, AKR1B1, SRD5A3, HLA-G, TMEM114, CYBB, LRP2, SART1, SPTA1, GEMIN2, SEMAGD,
PMAIP1, SLC25A20, KCNJ3, MYCN, C2, RPS6KL1, NTF3, GCKR, TRPC6, GSPT1, SNRK, ANKK1, GUSB, GSDMB, EXTL3, LIG1, HYLS1, DNM2, EHMT1,
GLDC, FBP1, PLA2G7, RAX, TERT, PDE6B, DLGAP3, FUCAL, KRT18, SOCS1, CDK5RAP3, IL17RA, YTHDF2, ST5, GGCX, STRAG, CAMK4, ROBO3, CPLX2,
RB1, PHLDA2, TST, SLC35D1, NDUFA7, POP1, SLC29A1, SAAL, ALG8, SHOC2, SRC, FBXW7, NTNG1, CYB5R3, NROB2, TFAP2A, ADTRP, PDE4B, ZNF507,
ILIRN, MAFB, TCTE1, RFX6, PHF8, ADIPOR1, DNAJB2, TFPI, FABP6, SGCD, BBS5, CYP17Al, TWIST2, SCG3, ESCO2, CD209, GJC2, SBDS, ENOI1,
GABRB3, PCBD1, COL6A4P2, GIPC3, MAN1B1, TPTE, GOSR2, BFSP1, COL4A1, STK19, GRM7, TNFRSF13B, GLS, STS, LGALS13, IL4R, LHFPL5, GLI2,
SHROOM4, CCL5, BTNL2, TGIF1, TP53, PEX5, ENTPD1, STK11, MX1, LOX, YARS, EME1, MIR184, NLRP1, UNC80, LAMB2, HNF1B, TGFBR3, UMOD,
CASP9, PDCD1, ATP6VOAL, IMMP2L, MIPOL1, ZNF469, LAMP2, CAT, SLC7A1, ATXN1, CPOX, LAMC2, TIRAP, KIRREL3, APH1B, ADAM17, CTNND1,
GABRG2, CHRNAS3, F5, LYZ, TPM2, CPS1, CNDP1, ABCA2, ATP10D, CFLAR, IGBP1, PRKCH, NRXN3, CDKN2C, ACACB, STXBP1, ADM, PREPL, FGD3,
RHPN2, GHRHR, ABCB6, CD22, FCGR1A, IMPDH1, PRKACA, PPP1R1A, RPL11, KATNAL2, TRPV3, NMU, ASXL1, IFIH1, IDH1, SEMA4A, XRCC5, AHSG,
POUSF1, INHA, PMS2P3, CLDN1, ICOS, NFKB1, SIRT1, MANBA, ABCC1, GFRAL, NKX2-6, RBP3, PRM2, IL1B, MUC13, HAX1, REN, GDF1, ACTAL,
WRAPS3, TDRD7, SP8, CTSA, CDKL5, KCND2, NSUN7, ELP2, WIPF1, PIP5K1B, AGXT, IGF2R, INPP4A, MMADHC, DAZ2, ATP8A2, IL12B, SIAE, ZMPSTE24,
DDX39B, UBE3A, MT1A, SNRNP200, DDX25, NCAN, SOBP, ASMT, RNF114, ORC4, ITGA7, TSSK2, TXN2, CLEC11A, DNAL1, TAF15, HAMP, SREBF1, IDE,
NOD2, CERS6, GPR68, 1L21, HTR2A, LTK, FUT7, SCNN1G, EPAS1, RAB18, COL8A2, GYG1, TPH2, PHB, LPIN1, KRT12, BAALC, TNP1, WDR13, HSPB7,
PMP22, PGAM2, PEX12, APC, CNNM2, LOXHD1, TLR2, HTR3E, GPR139, GPX1, SBNO1, P2RX7, LIMK1, POLR2E, PSCA, LRAT, HIGD2A, MACROD?2, TBX6,
IL18R1, BCL10, GLB1, GAS6, TSHR, MOCS2, HCRT, NAT1, SULT2B1, CYBRD1, MTCH2, PEAR1, AUTS2, MMP10, TCN2, CDA, TFF1, ZFY, PPARGC1B,
EPHB2, ACTG1, CHRNG, CALM1, TAS2R50, PLAUR, NME1, BMP5, CKM, CEBPE, ESR2, AGTR2, BHLHE41, MESP2, DNAI2, PZP, RBM28, CD3E, APRT,
MEP1B, TP53RK, KCNJS8, ITIH4, TCOF1, SLC16A1, GJAS5, SLC17A5, HGF, SOX18, SERPINA10, INSIG1, SYNGR1, CFD, ACSL4, PPM1D, NHLRC1, SOX2,
CYP1B1, COMT, CACNALG, AMER1, PDLIM5, XYLT1, GNPTG, ROS1, BRWD1, ZFAT, TRADD, AS3MT, SLC6A3, KRT75, SLC19A2, CD3EAP, C9, PVR,
BEAN1, FANCG, DCAF17, ZNF224, AVP, TMPRSS11A, L3MBTL1, SCN3B, PGK1, OAT, CCL13, DRD1, IQGAP2, PLOD1, ANKS1A, SMNDC1, RYR3, PRCP,
XPNPEP2, SPINK1, RNF135, PDE6A, NBAS, NDUFB1, SLC5A11, DHCR24, ADRA2C, NBN, ADAMTS18, SLC17A1, CYBA, SOS1, PLAU, RAC1, KMT2E, PTEN,
ARSF, C1R, SLC28A3, ATP1A3, PNKP, SETD2, ROGDI, MATR3, TICAM1, CILP, PROZ, BTLA, SERPINB5, SEC23B, DCK, RFX5, SLC6A4, SPTLC1, CALR3,
TOPBP1, PKP1, NDUFA6, KLF11, SYNE2, SLC22A4, SERPINA6, GALK1, FABP7, DPYSL2, FBXL6, SDCCAGS, KEL, CDK5RAP2, FSCN2, FTHL17, AADACL2,
NGF, GK, SLCO1B3, DSCR8, FLVCR1, PAX4, GIMAPS8, CEP135, ALOX5, NR2F1, TRIM22, ACAD8, CDH13, NLRP3, GJA1, CCDC50, FASN, GNAI2, PHLPP2,
RAB3GAP1, ASCC3, TGM2, ZNF202, POU3F4, DEFB1, GRM8, ARHGEF7, TBK1, PKD2, CRYM, NR1H3, SLC44A2, EPHA2, SQSTM1, AADAC, HPS6, PROK2,
RPGRIP1, ACAT1, MTHFR, PTPN11, PHKA2, KDM5C, ATF3, TRDN, SNORD116-10, UCHL1, MPP7, POU1F1, NPHP1, FBN2, RTN4R, SYT2, PHF3, DNAAF3,
GDF6, LCT, DICER1, APOC3, NPPB, CNOT4, IFNA2, PLA2G2A, FOLH1, SLC16A12, CASP10, ALK, GAN, PCMT1, HIST1H2AE, SRI, HLA-E, EVC2, TAF7L,
YWHAE, ATP1B1, GON4L, NEUROG3, MGST3, BDNF, CDKN1B, LMBRD1, PNMT, LDLRAD4, SEMA3A, FOXC1, BTRC, STEAP3, EIF2B3, ACBD6, HSPB3,
ABCAL, FGG, SEMASE, CSF1, PQBP1, TNFSF10, SMARCB1, MUC1, TAS1R3, MYO5B, C3AR1, ACOX1, USP24, KIF5B, MUC7, CSDE1, MYH9, CLPTM1,
LBP, BDKRB2, HSD17B4, AICDA, DCLK1, TLR6, MEF2A, GPI, RAD9A, HTN3, TAF2, SLC4A3, ADORA2A, CDKN2B-AS1, STIM1, KCNH2, TBX2, FOXDS3,
TMEM237, IFITM5, CCHCR1, RPS3, RPS27A, ADCY5, GCM2, FKBP14, TNNI3, SGCB, IGFALS, NPAT, NROB1, DUOX2, RASGRP2, PRKD3, CASP8, APOB,
PIGR, CFH, TSC2, NRIP1, NRP2, FUT6, PTPRB, GJA8, FGF20, FLNC, KRT3, MOG, KRAS, SPTAN1, ERAP1, ATP7A, ITSN2, GIP, PSPN, C4A, HOXB13,
PPARG, DSG2, BBS10, GYPE, SIGLEC14, PPP2R1B, APLNR, JAG1, CHGA, IRF6, MMAB, EVI5, CALCA, HTR3C, IFT80, ENAM, CXCL11, DLL1, TNNC1,
AKR1C2, GNBIL, IL31RA, MYBL2, GFI1B, PPIG, C120rf10, MAPT, NAGA, MRE11A, HLA-DPB2, HOXD4, TTBK2, C80rf37, GJB3, HLA-DQB1, NRAS, MTTP,
ECML1, SIX3, CHRNB4, OGG1, NYX, HDACY, EPB41L1, DYM, LITAF, TMEM165, AFP, MSX2, PHOX2B, MYT1, CPB2, CTF1, USP9X, TGM5, SLC34A1, NR3C1,
FCN2, DLX6, NPAP1, F11, ATP2A1, ZC3HAV1, YY1, ZNF80, SLBP, MIR124-1, FBXW4, NBPF1, WT1, TAS2R46, CCDC170, STEAP4, TXNRD2, HTR3B,
TNFRSF4, CBLB, MIIP, SNAPC4, SLC22A11, HMX2, VAPB, IGHM, TAS2R19, FBLN1, GSTO2, MRRF, RP1, RAF1, INF2, ZIC1, PRPF6, KLRK1, LYST, FURIN,
ADH7, P2RX5, NCR3, FKBPL, APOA5, CCR2, EDN3, BLM, GMIP, RIMS3, DRD2, UNC13D, SMAD7, SOX3, CFHR4, GATAD1, TMC8, FCER1A, FHL2, CALR,
NUDT6, PHOX2A, KCNMB1, DES, S100A14, ASPA, FGFR2, XRCC3, GDAP1, GH2, BEST1, MMACHC, REV3L, PTK7, RBM20, PHKA1, PRKAR1A, HSD3B1,
TNNI2, RAD52, RGS7, CD207, DISP1, RSPO1, FEM1A, CHUK, HR, PDPK1, GM2A, CPT1B, KYNU, SRGAP2, STK32A, PCDHB4, CD2AP, SMN2, PEX7, RPS26,
STX11, CYP7B1, KCNC3, TBXAS1, STXBP5, HSF4, LOR, ARG1, KIF5A, PSENEN, OPTC, SPRED1, PCK1, HBD, NPR3, TRBV9, RAD51C, CNNM4, CFC1,
IRAK3, MYO5A, ADAM10, SULT2A1, PRPS1, GALC, LIPA, TMC1, CNTNAP4, CHST14, PPP2R2C, P2RY12, PNPLAL, SLC6A13, KANSL1, VWF, LHX8, MCHRI,
VTN, TPM1, TBX1, CIDEC, ZNF644, MPHOSPHS8, CYP2E1, FLNB, WDFY4, OPRL1, CTH, ATF5, SPTBN5, TAF1L, STK33, SLCO1A2, LIG4, ECSIT, BMP4,
VSIG4, OSTM1, CLCN7, AGTR1, MC1R, RNF168, OBSCN, CISD2, CLCA2, GBA, SLC52A3, DPY19L2, CYP2G1P, PPIA, CSNK1D, CCL4L1, NDOR1, TRIB1,
PRKAG3, NT5C1B, KIR3DL1, TPRN, CD46, RALGDS, PTPRT, PER2, RNU4ATAC, RGR, CCKBR, DSG1, CCK, NDUFB6, ADRB2, CD3D, TBP, RPH3AL,
CSMD1, CTSD, HPGD, NHEJ1, TRERF1, TUBB3, SLC24A2, IL3, MIR510, ANO7, GLI3, TP53BP1, PTCH1, ERCC3, COL25A1, AMACR, TFRC, TINF2,
SLC7A10, AK2, VPS13A, CYP4A1l, BCOR, CRYGB, AVPR2, GRIA3, CRISP2, RP2, NTRK3, SERPINF2, FMO1, PICK1, MIAT, SGCG, FBN1, DCDC2, C120rf57,
FANCF, BEX4, TBL1Y, HYDIN, SLC10A2, PEX6, TMEM187, AIP, MCEE, TNFRSF13C, SLC6A14, MAP3K1, ALDOA, CTNNA3, GAB2, AP3B2, IQCB1, LAMAS,
HNRNPH3, SKIV2L, DIS3L2, FREM2, TBX15, IL12A, PRB3, FUZ, DROSHA, BMPER, CCL2, RGS9BP, KPNA1, MIR125A, KRT81, RFXANK, SPATA7, ADA,
LAMC1, EFHC2, PDCD10, EIF2AK3, CHMP4B, ACADS, MS4A6E, TROAP, EPHX2, ANXA5, ELOVL4, KRTAP1-1, ANGPT1, KARS, MED23, PTGDR2, CCDCS8,
VIPR2, PRLHR, HMGA2, EIF4AG1, TMPRSS15, TRPM4, GJC3, ISYNA1, RAB39B, HSP90AAL, ICK, SEL1L, NDUFC2, ATP6VOA4, SLC4A10, PARP1, PLIN1,
FGFRL1, BAG6, LHX1, KRT2, RPS15, ITGA4, SEC23A, DNAJC6, CLOCK, DSG4, CPA6, NSUN2, JAG2, ROCK1, TGM1, SLC37A4, PTPRK, WDR81, AP5Z1,
PRKCSH, ENG, ARHGAP31, KLF1, RXRG, SNORD116-1, SULT1E1, KDR, SORCS1, TBC1D4, GLUD1, GIT1, HPD, RPIA, PHIP, MYLIP, SLC11A2, NBEAL2,
EPB41, TYROBP, MEN1, RMI1, IKBIP, ECM2, NPHP4, TNC, MYD88, DOCKS9, PML, BRAP, CBFB, EBAG9, UROD, RPL36, ASPM, LRP6, SERPINH1, AFF2,
RFC2, ZDHHC8, PPARA, CD244, ZDHHC15, KRIT1, LEFTY2, MGLL, RORA, PTPRD, IL2RA, MYH15, CD24, CRX, MIR892B, KCNJ1, PRG4, ARHGAP9,
UGT1A9, CRYAA, ATP1A2, BACEL, TNFSF4, TG, OPTN, ACADSB, BCL2L11, CABP4, HDX, PRSS12, SLC28A2, RBP4, SP100, IFNA17, MYO1A, BTC, PLCBL,
RAI1, LAMB1, LOXL2, IGF2, PROK1, SERPINA7, CHRNAL, RPL21, PHF6, HOMER2, DNMT1, HTR1B, KCNS1, BRIP1, TRIM21, SBF2, CFI, ADRA2B,
KIR2DL3, SLC7A5, FABP1, T, SORBS1, SLC15A1, NPC1L1, TAT, GSPT2, CRYGEP, LIFR, CBL, GSTT2B, GP9, DMBT1, KCNAB2, GSTK1, SPTLC2, ZDHHC9,
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CLCN5, TSEN2, SGCA, MAGI2, NLRP2, FLT3, NELL1, PCDH19, TSPO, ADORA1, HES6, UCP1, POLE2, FADD, FGF9, FOXA1L, IL2, VNN1, CACNA1A, SPG21,
CDH1, OSR1, GRIN1, ITPA, EMC4, EDA, CHRNA4, HSPAS5, SERPINB6, TNFSF13B, CMPK1, SCN2A, WNT7A, UPK3A, FIP1L1, SSH1, RHOB, ENSA, H6PD,
GNAQ, XPA, MMAA, PRB1, APOBEC3H, AMH, ZNF526, GNPTAB, IRF5, ACAT2, GNMT, HADH, TRPM1, PPP2R1A, CCKAR, TMEM173, COL2A1, ARL14EP,
RPA1, TROVE2, IFI30, PLEKHM1, GLUL, MSX1, WNT10A, HK2, RDH12, MICB, EPHX1, SLC30A10, DLX3, AIMP1, AP4S1, SLC27A4, AVPR1A, GJB2, SOX8,
ATXN8OS, ICAM1, MTHFS, ZNF674, BRSK2, CD19, SCARB2, SLC20A2, CRBN, STK4, SLC16A3, DLX5, ADK, CELSR1, TNNI3K, CHRND, THBS2, NEXN, CA2,
FOXF1, TPO, LTF, TTI2, TAS1R1, ETS1, FGD1, AGRP, HSP90B1, SMOC1, TMEM138, GSTA3, HOXB6, USP26, CD81, MYH7, TCIRG1, SH2B3, CYP2W1,
TMCO1, PARL, BICC1, TRRAP, RYR2, GRN, TRIM32, HOXA4, PTS, ADCY6, SLC36A2, DDC, NXF3, NPR2, PROM1, PRLR, ZFYVE26, GDF5, SNX3, CHIA,
CATSPER3, TBX20, INMT, ADSL, FTSJ1, DST, BAP1, NPSR1, GLRX5, MSH2, LNX2, NPPC, ZEB2, CYLD, HIF1AN, ABCG5, BUB1B, MIR16-1, USF1, JMID1C,
SLC46A1, MTMR2, CHRM2, PRRC2A, NR1H4, RRM1, COX7A1, SALL4, PDE11A, CADM1, NOTCH4, ZCCHCS8, CD5, ABCA4, OPRM1, MAT1A, CLYBL,
CYP26B1, CALM3, APCDD1, RGS9, PCCA, CNKSR1, BAGALT7, AQP5, TSSK4, CEP41, SDHC, MPDZ, ATF6, GNB5, EYS, FMO2, IL16, ITIH1, MSTN, VCL,
RNASEHZ2A, SERPINE1, CCDC88C, HFE, SMN1, BRWD3, VCAM1, EDARADD, PTAFR, PORCN, ROBO2, ALG3, CR2, GNA14, LPARG, ZMYND11, MYHS,
CDH23, PEX10, TTN, SLC26A5, RGS6, GALE, SRGAP3, NCALD, LMTK3, AKAP13, FLG, SLITRK1, ALS2CL, HHIP, RAD51, RAD51D, ADH1B, MEST,
FERMT1, DYRK1A, HTRA2, SARDH, RANGRF, HBS1L, WISP3, CRK, KIAA0319, RNASET2, PKM, NEDDS9, RPS7, JAK3, HSPA1B, FCER2, CXCL5, SPRR3,
GSTO1, PITPNM3, ENPP1, SCNN1A, IDUA, KCNE2, P2RX4, CFB, UBIAD1, CDC42BPB, FCN3, SLC34A2, NPTN, NPY2R, SART3, CAPN10, FOXP1, CCR5,
NDUFS5, SLC5A1, EPHBG6, SYT14, PDLIM3, SCN8A, UNC93B1, RGMA, TJP2, KRT10, LILRA3, CCT5, RAB27A, CSF2RA, PEX19, PAX3, EYA4, RALGAPAL,
YAP1, EDN2, PSMD7, ITPKC, ST8SIA2, RAD21, PPP1R3C, LMX1B, LRP4, SLC5A2, DLGAP2, MIF, PFEN1, ORC6, IRF8, POMT2, CHRNAY, ITGB3, SPATA13,
CEP152, CFHR3, BMPR1B, PDE8B, SF3B4, MAP7D3, LTC4S, SMARCA2, TUBGCP6, TLL1, ADAMTS10, COL10A1, BLOC1S6, NLGN4Y, BCL11A, F12,
KDM5D, ACTA2, FANCE, FZD1, MKL1, ANKRD1, FREM1, SAA2, DDR1, PTGS1, ALDOB, LAMA4, DCC, FBXO18, TMEM185A, SYNPO, GUCA1A, UBE3C,
CLIC2, KLF10, ASCL1, LTA, TTPA, IFNA10, MIR499A, MGEAS5, UBR7, PVT1, CYP46A1, BCAT1, PARD3B, SLC2A9, CHN1, RAG2, HGSNAT, PMM2, HMGA1,
KRT85, SLC14A1, CAl, RANBP2, DCP1B, LIG3, SERPINI2, IRAK4, KCNJ15, ECI1, DHODH, TULP3, ATP2A2, MLPH, ATIC, CXCL16, ATOH7, NRG1, NPL,
CAST, TGFBI, SLC4A11, SNAI2, DGCR2, MARVELD?, CISH, JPH3, SPINT2, CYP2J2, CASK, HSPG2, APOL3, FLNA, BAX, CP, LRPAP1, SLC17A8, G6PCS3,
CYP24A1, SMARCAL1, ANOG6, NPAS3, PRMT7, AHSP, USH1C, DNAHS5, CTC1, GHSR, ATP8B1, CLN3, TRPC3, SEMA4C, FMN2, TUBB1, SCN5A, FANCB,
KAT6B, FBXO10, PDGFC, TP63, PEPD, ANXA11, VHL, CSF2RB, LMBR1, ZPBP, RPS6KA3, FGF23, NLRP14, PNPLA2, PCNT, BCKDHB, GALNTL5, PAH,
PTCH2, ERCC2, VPS13B, DCLRE1C, HBG1, PSMB9, CYP2R1, HCLS1, CSF2, GHRH, IL11RA, RPS6KB1, GDF3, MMP9, POLR3B, RXFP2, HBA1, CTSC,
AQP7, ADIPOQ, MPST, NDUFS6, ABCB7, SLC25A3, COX15, DGUOK, COQ9, NDUFS4, ELAC2, POLG, PDP1, COX10, L2HGDH, ACO2, OPA3, ETFA, ISCU,
FOXRED1, NDUFAF1, UQCRQ, TUFM, AUH, NDUFV2, FARS2, TK2, NDUFB3, FH, SLC25A4, D2HGDH, TMEM126A, TAZ, MTO1, PDHX, PANK2,
NDUFA12, BOLA3, HARS2, MARS2, TSFM, NDUFS3, NFU1, TYMP, DARS2, AIFM1, POLG2, ACACA, YARS2, NDUFAF6, COA5, PUS1, OXCT1, EARS2,
NDUFS2, UQCRB, AMPD1, AGK, LRPPRC, COX412, SUCLG1, COQ6, MRPL3, COX6B1, NUBPL, HIBCH, SURF1, PC, SLC25A19, TIMM44, RRM2B,
NDUFA9, SLC25A12, DLAT, LARS2, ATPSE, PDHB, ATPAF2, GARS, PNKD, NDUFB9, PDHA1L, NDUFS1, NDUFAF4, ALDH3A2, PCK2, NDUFA2, FXN, OPAL,
C120rf65, PDSS1, RARS2, BCS1L, APTX, FASTKD2, SDHAF1, GCDH, TIMM8A, TTC19, LIAS, TMEM70, AASS, NDUFV1, XPNPEP3, NDUFA1, MRPS16,
MPV17, GFER, SCO2, ETFB, COQ4, DNMIL, SCO1, NDUFAF3, COX14, SARS2, NDUFA11, AFG3L2, NDUFS8, IDH2, SLC19A3, MTFMT, CHAT, GFM1,
MRPS22, GAMT, TWNK, MTPAP, AARS2, SACS, ACADY, ETFDH, NDUFAF2, ETHE1, TPK1, ABAT, NDUFAF5, DLD, TACO1, PDSS2, NDUFA10, SUCLA2,
NDUFS7, COQ2, TRMU, DNAJC19
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Introduction : Les maladies héréditaires souffrent globalement d'un manque de connaissances
médicales et scientifiques. Du fait de leur rareté et des faibles effectifs de malades, il est difficile de
conduire des études interventionnelles. L’arrivée des nouvelles technologies de NGS tend a favoriser
une médecine personnalisée qui permet une prise en charge adaptée a 'anomalie moléculaire détectée.
Ces techniques sont en effet de plus en plus utilisées dans le cadre de la routine diagnostique, et
permettent une analyse simultanée de nombreux genes, voire du génome entier.

Méthodes : Dans le cadre de I'étude observationnelle menée au CHRU de Nancy, l'efficacité du
diagnostic moléculaire par CES en tant que test génétique de premiére intention chez les patients
présentant un phénotype mendélien a été évaluée par revue systématique des dossiers médicaux
informatisés et des compte-rendu de biologie moléculaire. Les facteurs prédicteurs indépendants en
termes d'utilité clinique du CES ont également été recherchés.

Résultats : Entre janvier 2016 et décembre 2019, 603 patients (426 index et 177 apparentés) ont
bénéficié d'un CES dans le service de médecine moléculaire du CHRU de Nancy. L'age médian des
patients était de 34 ans, et 35,2% des patients avaient moins de 18 ans au moment de leur préléevement.
Le délai médian entre le test et le rendu des résultats est de 5,6 mois. Le CES a révélé 203 variants
pathogénes ou probablement pathogénes chez 160 patients, correspondant a un rendement
diagnostique de 37,6%. Les prédicteurs indépendants de I'utilité du CES correspondaient a des critéres
fortement évocateurs d'un phénotype extréme (comme les présentations pédiatriques, les phénotypes
a priori associés a un trouble monogénique, l'inclusion d'au moins un apparenté en plus de I'index, et
une prescription de CES réalisée par un expert dans le domaine des maladies génétiques rares).

Conclusion : L’étude par CES d’'une vaste cohorte de patients en errance diagnostique, présentant
divers phénotypes mendéliens, rapporte un rendement diagnostique d’environ 40%. Plusieurs
prédicteurs de [l'utilité du CES ont été identifiés, ce qui pourraient améliorer la pertinence des
prescriptions de ce type d’examen.
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