
New Study Identifies 
High‐Risk VariantsHigh‐Risk Variants 
Associated with 
Autism SpectrumAutism Spectrum 
Disorders

Twenty‐four new variants 
discovered, each conferring more 
than a 2‐fold risk of developing ASD
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than a 2 fold risk of developing ASD
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Dr. Michael Paul

2. Background on Lineageng g
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Lineagen, Inc.

Private‐Stage Molecular Diagnostics Company

i d l l l d h h Customized clinical testing to accelerate and enhance the 
diagnostic evaluation of ASD and other neurological 
disorders

 2007 – Incorporated with venture capital backing from p p g
Sanderling Ventures and Signal Peak Ventures (previously 
vSpring Capital)

 2007/2009 – completed pedigree‐based CNV and next‐
generation sequence variant discovery programs in ASDgeneration sequence variant discovery programs in ASD 
and MS using Golden Helix as genetic data and predictive 
analytics partner

Lineagen, Inc. | Salt Lake City

 2010 – Launched commercial genetic testing and counseling business for individuals with ASD and other 
disorders of childhood development

 2011/2012 – Sold more than 1400 tests and experienced 98% year‐over‐year revenue growth first two years 
on the market
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 2013 – Launched customized genetic test that incorporates validated genetic variants from recent PLOS ONE 
publication (Matsunami et al., 2013) 



Prevalence of ASD continues to rise dramatically 
and genes are a significant contributor to etiology

 Between 10‐15% of children are thought to have 
a developmental disability

 Autism is the fastest‐growing developmental 
disability with historic annual growth ratesdisability, with historic annual growth rates 
reaching 10 – 17%

 Prevalence of autism has been recently revised 
b th CDC t b t 1 88 hild fby the CDC to about 1:88 children, up from 
1:150 in 2002

 Genes are one of the only scientifically validated 
factors shown to be causative for Autism

Significant economic burden with $35 billion being spent annually by society
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Significant economic burden with $35 billion being spent annually by society
$3.2 million in lifetime cost of care for an individual with autism 



Genetic testing in ASD is recommended and 
significantly influences clinical management 

American College of 
Medical Genetics

Chromosomal microarray 
i i fl di lMedical Genetics 

Recommended Practice 
Guidelines
September 2010

testing influences medical 
management
Genetics in Medicine
September 2011

 Avoidance of additional testing

 Improved access to treatment services

Chromosomal microarray (CMA) testing for 
copy number variations (CNV) is recommended  Improved access to treatment services

 Medical screening recommendations (to perform 
appropriate screening or to stop previously 
recommended screening)

copy number variations (CNV) is recommended 
for individuals with:

A. Autism spectrum disorders (ASD)
B. Apparently non‐syndromic developmental 

 Recurrence risk counseling 

 Referral to medical specialists

 Clarify a clinical diagnosis with a genetic diagnosis

pp y y p
delay (DD)/intellectual disability (ID)

C. Multiple anomalies 

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

CMA Genetic Testing is covered by many private insurance companies



Early intervention leads to significant improvement 
in cognition and life‐time achievement

Randomized, controlled clinical trials show benefit of treatment in children as young as 18 months

 Early Intensive Behavioral Intervention Early Intensive Behavioral Intervention

– Sustained IQ gains of 20 points 

– Normal education placement

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

Treatment is so effective that 32 States legislatively mandate that private insurance 
companies pay for ASD treatment



Partnered with world‐leading academic institutions 
to translate discoveries into patient care 

 Genetic Discoveries Licensed From The Children's 
Hospital of Philadelphia (CHOP) and University ofHospital of Philadelphia (CHOP) and University of 
Utah (Utah)

 CHOP genetic variants may account for up to 15% of 
autism casesautism cases
‒ Published in high‐impact peer‐reviewed publications, 

including Nature1

‒ Named as one of Time Magazine Top 10 Medical 
Breakthroughs in 20092

 Over 2000 novel genetic variants discovered using the 
Utah Population Database resource
‒ More disease‐causing genes, and more successful 

commercial genetic tests, have been discovered in Utah 
than in any other place world‐wide

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

Sources: 1Nature, Glessner et al, 2009, Nature, Wang et al, 2009, Bucan et al, PLoS Genetics, 2009
2http://www.time.com/time/specials/packages/article/0,28804,1945379_1944376_1944378,00.html)

 Most comprehensive set of proprietary genetic 
markers associated with ASD



Completed one of largest genetic validation studies 
in ASD to confirm clinical relevance of discoveries

 9,000 subject autism genetic validation study 
performed in collaboration with The Children’sperformed in collaboration with The Children s 
Hospital of Philadelphia, University of Utah, and 
Golden Helix that validated novel genetic variants in 
ASD with OR > 2

 Study validated 24 novel CNV genetic markers that 
were not previously identified in literature and 31 
previously reported markers

 Aggregate sensitivity estimates from proprietary 
markers is approximately 5.6%

 Represents an immediate two‐fold increase in ASD‐Represents an immediate two fold increase in ASD
sensitivity over other chromosomal microarray tests

 Publication does not include additional genetic 
variants discovered by CHOP, which may account for 

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

y , y
an additional increases in test sensitivity once 
further validation studies have been completed



FirstStepDx PLUS – delivers the most clinically 
informative results for patients

 The most comprehensive whole genome array clinically 
available 
– In partnership with Affymetrix, customized the CytoScan 

microarray with a unique probe design that allows for 
detection of novel validated genetic variants

– Yields a > 2x increase in detection of Autism‐related genetic 
variants over competitive tests

 Increased coverage of other developmental delay genetic 
alterations not readily detectable by competitive array 
platforms

 On a single platform, FirstStepDx allows for maximum detection of genetic 
variants associated with ASD and other disorders of childhood development

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

The most clinically‐actionable information per test result



Dr. Hakon Hakonarson

3. Background on Autism 
i d ( )Spectrum Disorders (ASDs)
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Autism Spectrum Disorders

A heterogeneous ‘spectrum’ disorder involving deficits in 
3 domains of function

Social
 0.9‐1.0% prevalence

communication
deficits  ~15‐20% of sibs have an ASD

 Subset of cases have genetic 
b li ( i l

Strict autism
Spectrum

abnormality (rare single‐gene 
disorders, chr. rearrangements)

 Multiple CNVs have been

medical co‐

 Multiple CNVs have been 
identified as risk factors

 Few common GWAs hits

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

morbidities
25‐40%



Genetic models in ASDs

 Different 
genetic models 
for common 
and rare 
variants in ASDsvariants in ASDs

 Penetrance is 
incomplete in 
most instances
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Diagnosis of ASDs – Domains of impairment

Ann Rev Med, 2009

ADR‐I: Autism Diagnostic Interview‐Revised
ADOS: Autism Diagnostic Observation Schedule

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.



ASD‐related syndromes

 Multiple p
syndromes have 
ASD 
characteristicscharacteristics

 Fragile‐X is the 
most common 
cause of autism 
(1‐2%)

 Molecular 
mechanism 
been well

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

been well 
established



The genetic landscape in complex disease

“R i t ld b th i d i f di ”
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“Rare variants could be the primary drivers of common diseases.”
‐ Nat Rev Genet. 2010 



A GWAS odyssey in autism since 2007

 Autism Genome Project Consortium (Nat 
Gen 2007) 

– 10K SNP arrays
– suggest 11p12‐13 and neurexins

detect microdeletions and duplications in ASD– detect microdeletions and duplications in ASD 
families

 Sebat et al (Science 2007) 
– array CGH
– Describe sub‐microscopic de novo CNVs

 Weiss et al (NEJM 2008)
– Affy 5.0

16p11 12 micro CNV is a high penetrance risk– 16p11.12 micro‐CNV is a high penetrance risk 
factor. 

 Marshall et al (AJHG, 2008)
– 427 cases and 500 controls

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

– 277 unbalanced CNVs in 44% of ASD families 
not present in 500 controls (27 were de novo)



First common variant in ASDs

 First common gene 
variant identified and 
replicated in ASDs

 T risk‐allele next to CHD10T risk allele next to CHD10 
and CHD9 is present in 
65% of children with 
autism

 CHD10 expressed in 
frontal lobe of brain, 
synapticsynaptic 
function/connectivity

 Neuronal cell adhesion 
l l i h d i

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

molecules enriched is         
ASD



CHD10 locus

 Strong Strong 
association in the 
intergenic region 
on chr 5p14.1

 Association 
li t d ireplicated in 

several 
independent 
cohorts
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Autism locus on 5p14

Science Transl Med, April 2012
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LD block containing core signal, with a few conserved elements



Autism 5p14 locus

Science Transl Med, April 2012

Expression of MSNP1AS in brain 
12.7‐fold higher in ASD vs control  

f ld h h bMSN 2.4‐fold higher in ASD brain vs
control

MSNP1AS expression 
l t d ith ASDcorrelated with ASD

associated genotype in 
postmortem brain

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.



Moesin in ASD

 Moesin key regulator of neuronal architecture

 Knockdown with antisense RNA neurons results in:
– growth cone collapse 

suppressed neurite formation– suppressed neurite formation 
– 10‐fold reduction in neurite advancement rate
– suppression of glutamate‐induced increase in active presynaptic boutons

f d d h f f d d– suppression of estrogen‐induced increase in the formation of dendritic spines

 Decreased moesin at critical developmental stages could:
– contribute to altered short and long‐range connectivity in the brains of individuals g g y

with ASD 
– early brain overgrowth and later reduction in brain size beginning at 2 to 3 years in 

ASD 

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.



Novel Autism Variants
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Novel Autism Variants
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Novel Autism Variants
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Collective finding from WES in ASDs
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Loss of function mutations in probands
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Balanced chromosomal abnormalities in Autism

 Sequencing of patients with autism revealed 
disruption of 33 BCA loci:
(1) genes previously associated with abnormal 

neurodevelopment (e.g., AUTS2, FOXP1, and CDKL5);

(2) single‐gene contributors to microdeletion syndromes ( ) g g y
(MBD5, SATB2, EHMT1, and SNURF‐SNRPN),

(3) novel risk loci (e.g., CHD8, KIRREL3, and ZNF507), and 

(4) genes associated with later‐onset psychiatric disorders 
(e.g., TCF4, ZNF804A, PDE10A, GRIN2B, and ANK3). (e g , , 80 , 0 , G , a d 3)

 Neurodevelopmental cases have profoundly 
increased burden of CNVs

 Findings suggest a polygenic risk model of autismFindings suggest a polygenic risk model of autism 
and reveal that some neurodevelop‐mental 
genes are sensitive to perturbation by multiple 
mutational mechanisms, leading to variable 
phenotypic outcomes that manifest at different

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

phenotypic outcomes that manifest at different 
life stages.



Genes disrupted in Autism
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mGluR also significant in idiopathic ASD
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Mutations

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.



Genetic cross of Tsc2 (+/‐) and Fmr1 (‐/y) mice

 Genetic cross of Tsc2 (+/‐) Genetic cross of Tsc2 (+/‐) 
and Fmr1 (‐/y) mice rescues 
synaptic and behavioral 
impairments present in bothimpairments present in both 
single mutants

 The data suggest that 
optimal synaptic function 
requires a narrow and tightly 
regulated level of synaptic 
protein synthesis and that 
deviations in either direction 
can impair function

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.



Summary of current knowledge

 Both common and rare variants predispose to ASDsBoth common and rare variants predispose to ASDs

 Biological validation of the statistical signal at 5p14 locus

 Enrichment of nonsense and missense mutations in ASDs Enrichment of nonsense and missense mutations in ASDs

 Balanced chromosomal abnormalities predispose to ASDs

 mGluR gene networks are important risk factors for ASDs

 mGluR5 loss or gain leads to neurodevelopmental
phenotype spectrum in animal models – restored with Rx

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.



What the current study addresses 

ll l ll Still, only a small 
proportion of autism 
heritability and causality y y
is explained

 We designed a well 
powered study to 
discover new high‐
impact variants and p
validate existing variants 
(>2‐fold risk) in autism

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.



Dr. Mark Leppert

4. Family‐based genetics 
fof ASDs
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Utah Autism family discoveries

 This study was initiated six years ago and is funded by Lineagen Inc. 
– The purpose of the study was to identify causative variants in multiplex Utah families with autism 

spectrum disorder (ASD)

– Identify high‐impact variants

 Ni lti ti l f ili ith i f 9 ff t d i di id l Nine multigenerational families with a maximum of 9 affected individuals were 
identified

 55 ASD individuals comprised the discovery cohort.
– CNVs were identified  utilizing the Affymetrix genome‐wide human SNP array 6.0

 153 putative CNVs were identified by the Golden Helix SVS program.  
– These CNVs were absent from Utah control samples.

– These CNVs therefore were considered to be good candidateASD risk CNVs.  

– This set of 153 included 131 novel CNVs and 22 CNVs present in the Autism Chromosomal 
Rearrangement Database.  Thirty‐two autism specific CNVs were detected in multiple (2 or more) 
autism subjects, and 121 CNVs were detected in only one person among the 55 autism subjects.  Of 

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

j , y p g j
these 153 CNVs, 112 were copy number losses (deletions) and 41 were copy number gains 
(duplications).  The average size of the CNVs was 91 kb.



Replication in the general ASD population

 We designed a custom Illumina iSelect array containing probes covering 
all of the 153 Utah CNVs.  Also included in this custom array were 185 
autism associated CNVs culled from the literature, as well as 2,800 
putative functional SNVs detected by next generation sequencing of 
genes in regions of haplotype sharing among the high‐risk ASD families.  
The SNVs allowed us to identify 25 additional CNVs.

 We then carried out a large CNV replication study from an independent We then carried out a large CNV replication study  from an independent 
(non‐Utah) population of 3,000 ASD cases and 6,000 typically 
developing controls (9,000 individuals total) using our custom Illumina 
iSelect arrayiSelect array.

 We used two independent CNV calling algorithms, CNAM from Golden 
Helix and PennCNV from CHOP to evaluate these CNVs in our 

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.
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case/control study.



Dr. Bryce Christensen

5. The analytic processy p
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Laying the foundation

 Study analyzed targeted content from several sources:
– CNVs from University of Utah/Lineagen WG autism analysis

• Golden Helix assisted with the original CNV identification
– DNA sequence variants identified in linkage regions in Utah familiesq g g
– CNVs found in previous autism research at CHOP
– Autism CNVs identified through literature review

 Custom Illumina iSelect chip designed to assay targeted Custom Illumina iSelect chip designed to assay targeted 
content
– Designed chip with about 10 markers in 

each targeted CNV plus about 5 flankingeach targeted CNV, plus about 5 flanking 
markers on either side.

– Golden Helix assisted in probe design for 
chip

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

chip
– Final chip included about 8600 markers



Quality control

 9000 subjects were j
genotyped
– 3000 cases and 6000 

controls
– Subjects came from a 

variety of sources, 
including Utah and 
CHOPCHOP

 Used highest quality 
subjects for feature 
l i i l d dselection, included 

additional subjects for 
calculating 
associations and odds

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

associations and odds 
ratios



SNP principal components

 Low number of 
polymorphic SNPs 
made ancestry 
estimation difficult.
– Lesson: Include 

AIMs on custom 
chips!

 One very promising 
result in preliminary 
CNV analysis turned 
out to be a 
correlated with 
African ancestry.

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.



Log ratio principal components

 Unusual systematic patterns 
were observed in the principal 
components of the signal 
intensity data used to 

t CNV llgenerate CNV calls
 Some of these patterns were 

related to known 
experimental variables

 Others did not have an 
obvious causeobvious cause

 Careful plate randomization 
scheme prevented any serious 
confounding

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

confounding



Gender bias in raw signal data

 This is a common issue for 
certain Illumina platformscertain Illumina platforms

 Required special attention 
during analysis

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.



Parallel analyses

 CHOP Analysis
– Used standard workflows with PennCNV software
– Important that results could be replicated with standardized 

methods

 Golden Helix Analysis
– Used Golden Helix SVS “CNAM” method with additional custom 

scriptsp
– Manually reviewed intensity patterns at every locus to confirm 

correct thresholds for calling gains and losses

 Merged Results Merged Results
– Calculated P‐values and odds ratios for all CNVs based on both 

individual and combined results
– Primary focus was on CNVs called similarly by both methods

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

Primary focus was on CNVs called similarly by both methods
– CNVs with highest odds ratios were selected for PCR validation



Manual evaluation of CNVs
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Results…
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Dr. Charles Hensel

6. Study Resultsy
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Diagnosing complex genetic disorders

Treatment
Ineffective 
Treatment

Harmful Treatment

Diagnosis
Wrong Diagnosis
Late Diagnosis
No Etiology

Clinical 
Symptoms

Partial Treatment
Late Treatment

Missed Treatment

No Etiology
Partial Diagnosis
Missed Diagnosis

(i.e. Phenotype)

Using symptoms alone misses the condition’s etiology and often leads to 
improper diagnosis and treatment

We sought to develop for clinical use genetic variants that could aid in 

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.
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the genetic evaluation of children with ASDs



Confirmatory study

Study Mandates

 Use large patient group to better understand the frequency of rare 
CNVs.

y

 Use large control group to eliminate rare CNVs also seen in 
controls.

 Establish clinical relevance of CNVs in a carefully defined 
population.

 Evaluate sequence variants from Utah families to identify ASD 
susceptibility genes relevant to the general ASD population.

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.



Results summary

 Selected for further analysis all CNVs with OR≥2y
– 88 CNVs met selection criteria

 Used TaqMan assays to confirm copy number changes by qPCR
– >97% of individual CNVs called by both PennCNV and CNAM were 

confirmed by using TaqMan assays
CNVs called only by one of the two methods were confirmed <30%– CNVs called only by one of the two methods were confirmed <30% 
of the time

 Overall validation rates were similar for deletions and 
duplications

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.



Validation Results – Utah family variants

 Validated 15 out of 153 CNVs from Utah high risk ASD families

 Utah SNV probes on custom research array identified 11 novel CNVs 
– Suggests that both CNVs and SNVs within same gene can influence ASD etiology 

 17 out of 2,800 SNVs were validated in at least 1 of the 2,175 cases and none of the 5,801 , , ,
controls
– One is in a gene previously observed to be disrupted by a translocation in a child with 

ASD

 ~550 SNVs were found in both controls as well as cases, thus not ASD “risk variants”

 While majority of remaining SNVs were not observed in Validation Study, they are still 
considered to be potential risk variants, pending further researchp , p g
– 75% of Utah SNVs were confirmed by a molecular lab test to be a “real” variant (not a 

sequence artifact)
– These SNVs may comprise rare variants unique to the family/individuals in which they 

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

were identified
• Next step is to sequence genes in a case‐control study to identify other risk variants



Validation results – Utah study

CNV Origin
CNV Region ‐ Replication 
Cohort

CNV Type
OddsRatio
(Unrelateds)

P Value
(Unrelateds)

Cases
(Unrelateds)

Controls
(Unrelateds)

Gene/Region

U h CNV h 1 145703115 145736438 D 3 37 9 60E 03 9 10 CD160 PDZK1Utah CNV chr1:145703115‐145736438 Dup 3.37 9.60E‐03 9 10 CD160, PDZK1
Utah CNV chr1:215854466‐215861792 Del 2.12 5.02E‐03 22 39 USH2A
Utah CNV chr2:51266798‐51339236 Del 14.96 8.26E‐03 4 1 upstream of NRXN1
Utah CNV# chr3:172591359‐172604675 Dup 3.74 2.11E‐01 1 1 downstream of SPATA16

Utah CNV# chr4:189084240‐189117031 Del 3.74 1.98E‐01 2 2 downstream of TRIML1

Utah CNV# chr6:7461346‐7470321 Del ∞ 2.11E‐01 1 0 between RIOK1 and DSP
#Utah CNV# chr6:62426827‐62472074 Dup 3.74 1.98E‐01 2 2 KHDRBS2

Utah CNV chr6:147577803‐147684318 Del ∞ 2.10E‐01 1 0 STXBP5
Utah CNV# chr7:6870635‐6871412 Dup 7.47 1.15E‐01 2 1 upstream of CCZ1B

Sequence SNP CNV# chr7:93070811‐93116320 Del ∞ 4.46E‐02 2 0 CALCR, MIR653, MIR489

Utah CNV# chr9:28207468‐28348133 Del 3.74 6.72E‐02 4 4 LINGO2

Utah CNV# chr9:28354180‐28354967 Del 3.73 3.78E‐01 1 1 LINGO2 (intron)
Utah CNV chr10:83886963‐83888343 Del 3.76 1.54E‐02 7 7 NRG3 (intron)
Utah CNV# chr10:92262627‐92298079 Dup 7.47 1.15E‐01 2 1 BC037970

Utah CNV# chr12:102095178‐102108946 Dup 7.47 1.15E‐01 2 1 CHPT1

Utah CNV# chr13:40089105‐40090197 Del ∞ 2.11E‐01 1 0 LHFP (intron)

Sequence SNP CNV# chr14:100705631‐100828134 Dup 9.36 5.99E‐03 5 2 SLC25A29, YY1, MIR345, SLC25A47, WARS

Sequence SNP CNV# chr14:102018946‐102026138 Dup 4 62 1 01E‐14 60 50 DIO3AS DIO3OSSequence SNP CNV chr14:102018946‐102026138 Dup 4.62 1.01E‐14 60 50 DIO3AS, DIO3OS

Sequence SNP CNV# chr14:102729881‐102749930 Del 7.47 1.15E‐01 2 1 MOK

Sequence SNP CNV# chr14:102973910‐102975572 Dup 3.82 8.29E‐26 136 142 ANKRD9
Sequence SNP CNV* chr15:25690465‐28513763 Dup* 41.05 1.82E‐08 11 1 ATP10A, GABRB3, GABRA5, GABRG3, HERC2
Sequence SNP CNV# chr15:31092983‐31369123 Del ∞ 4.46E‐02 2 0 FAN1, MTMR10, MIR211, TRPM1

Sequence SNP CNV# chr15:31776648‐31822910 Dup 4.40 6.91E‐06 21 18 OTUD7A

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

Total sample size of unrelated individuals: 1544 cases, 5762 controls

Sequence SNP CNV# chr20:32210931‐32441302 Dup 2.72 3.16E‐02 8 11
NECAB3, CBFA2T2, C20orf144, C20orf134, PXMP4, ZNF341, 
E2F1, CHMP4B



Validation Results – Utah study

TaqMan validated Utah and sequence SNP CNV regions of significance

CNV Origin
CNV Region ‐ Replication 
Cohort

CNV Type
OddsRatio
(Unrelateds)

P Value
(Unrelateds)

Cases
(Unrelateds)

Controls
(Unrelateds)

Gene/Region

h hUtah CNV chr1:145703115‐145736438 Dup 3.37 9.60E‐03 9 10 CD160, PDZK1
Utah CNV chr1:215854466‐215861792 Del 2.12 5.02E‐03 22 39 USH2A
Utah CNV chr2:51266798‐51339236 Del 14.96 8.26E‐03 4 1 upstream of NRXN1
Utah CNV# chr3:172591359‐172604675 Dup 3.74 2.11E‐01 1 1 downstream of SPATA16

Utah CNV# chr4:189084240‐189117031 Del 3.74 1.98E‐01 2 2 downstream of TRIML1

Utah CNV# chr6:7461346‐7470321 Del ∞ 2.11E‐01 1 0 between RIOK1 and DSP
#Utah CNV# chr6:62426827‐62472074 Dup 3.74 1.98E‐01 2 2 KHDRBS2

Utah CNV chr6:147577803‐147684318 Del ∞ 2.10E‐01 1 0 STXBP5
Utah CNV# chr7:6870635‐6871412 Dup 7.47 1.15E‐01 2 1 upstream of CCZ1B

Sequence SNP CNV# chr7:93070811‐93116320 Del ∞ 4.46E‐02 2 0 CALCR, MIR653, MIR489

Utah CNV# chr9:28207468‐28348133 Del 3.74 6.72E‐02 4 4 LINGO2

Utah CNV# chr9:28354180‐28354967 Del 3.73 3.78E‐01 1 1 LINGO2 (intron)
Utah CNV chr10:83886963‐83888343 Del 3.76 1.54E‐02 7 7 NRG3 (intron)
Utah CNV# chr10:92262627‐92298079 Dup 7.47 1.15E‐01 2 1 BC037970

Utah CNV# chr12:102095178‐102108946 Dup 7.47 1.15E‐01 2 1 CHPT1

Utah CNV# chr13:40089105‐40090197 Del ∞ 2.11E‐01 1 0 LHFP (intron)

Sequence SNP CNV# chr14:100705631‐100828134 Dup 9.36 5.99E‐03 5 2 SLC25A29, YY1, MIR345, SLC25A47, WARS

Sequence SNP CNV# chr14:102018946‐102026138 Dup 4 62 1 01E‐14 60 50 DIO3AS DIO3OSSequence SNP CNV chr14:102018946‐102026138 Dup 4.62 1.01E‐14 60 50 DIO3AS, DIO3OS

Sequence SNP CNV# chr14:102729881‐102749930 Del 7.47 1.15E‐01 2 1 MOK

Sequence SNP CNV# chr14:102973910‐102975572 Dup 3.82 8.29E‐26 136 142 ANKRD9
Sequence SNP CNV* chr15:25690465‐28513763 Dup* 41.05 1.82E‐08 11 1 ATP10A, GABRB3, GABRA5, GABRG3, HERC2
Sequence SNP CNV# chr15:31092983‐31369123 Del ∞ 4.46E‐02 2 0 FAN1, MTMR10, MIR211, TRPM1

Sequence SNP CNV# chr15:31776648‐31822910 Dup 4.40 6.91E‐06 21 18 OTUD7A

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

Sequence SNP CNV# chr20:32210931‐32441302 Dup 2.72 3.16E‐02 8 11
NECAB3, CBFA2T2, C20orf144, C20orf134, PXMP4, ZNF341, 
E2F1, CHMP4B

Total sample size of unrelated individuals: 1544 cases, 5762 controls



NRXN1 CNVs

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

Note that only 1 of the control CNVs extends into the NRXN1 coding region.



Validation results – Utah study

TaqMan validated Utah and sequence SNP CNV regions of significance

CNV Origin
CNV Region ‐ Replication 
Cohort

CNV Type
OddsRatio
(Unrelateds)

P Value
(Unrelateds)

Cases
(Unrelateds)

Controls
(Unrelateds)

Gene/Region

h hUtah CNV chr1:145703115‐145736438 Dup 3.37 9.60E‐03 9 10 CD160, PDZK1
Utah CNV chr1:215854466‐215861792 Del 2.12 5.02E‐03 22 39 USH2A
Utah CNV chr2:51266798‐51339236 Del 14.96 8.26E‐03 4 1 upstream of NRXN1
Utah CNV# chr3:172591359‐172604675 Dup 3.74 2.11E‐01 1 1 downstream of SPATA16

Utah CNV# chr4:189084240‐189117031 Del 3.74 1.98E‐01 2 2 downstream of TRIML1

Utah CNV# chr6:7461346‐7470321 Del ∞ 2.11E‐01 1 0 between RIOK1 and DSP
#Utah CNV# chr6:62426827‐62472074 Dup 3.74 1.98E‐01 2 2 KHDRBS2

Utah CNV chr6:147577803‐147684318 Del ∞ 2.10E‐01 1 0 STXBP5
Utah CNV# chr7:6870635‐6871412 Dup 7.47 1.15E‐01 2 1 upstream of CCZ1B

Sequence SNP CNV# chr7:93070811‐93116320 Del ∞ 4.46E‐02 2 0 CALCR, MIR653, MIR489

Utah CNV# chr9:28207468‐28348133 Del 3.74 6.72E‐02 4 4 LINGO2

Utah CNV# chr9:28354180‐28354967 Del 3.73 3.78E‐01 1 1 LINGO2 (intron)
Utah CNV chr10:83886963‐83888343 Del 3.76 1.54E‐02 7 7 NRG3 (intron)
Utah CNV# chr10:92262627‐92298079 Dup 7.47 1.15E‐01 2 1 BC037970

Utah CNV# chr12:102095178‐102108946 Dup 7.47 1.15E‐01 2 1 CHPT1

Utah CNV# chr13:40089105‐40090197 Del ∞ 2.11E‐01 1 0 LHFP (intron)

Sequence SNP CNV# chr14:100705631‐100828134 Dup 9.36 5.99E‐03 5 2 SLC25A29, YY1, MIR345, SLC25A47, WARS

Sequence SNP CNV# chr14:102018946‐102026138 Dup 4 62 1 01E‐14 60 50 DIO3AS DIO3OSSequence SNP CNV chr14:102018946‐102026138 Dup 4.62 1.01E‐14 60 50 DIO3AS, DIO3OS

Sequence SNP CNV# chr14:102729881‐102749930 Del 7.47 1.15E‐01 2 1 MOK

Sequence SNP CNV# chr14:102973910‐102975572 Dup 3.82 8.29E‐26 136 142 ANKRD9
Sequence SNP CNV* chr15:25690465‐28513763 Dup* 41.05 1.82E‐08 11 1 ATP10A, GABRB3, GABRA5, GABRG3, HERC2
Sequence SNP CNV# chr15:31092983‐31369123 Del ∞ 4.46E‐02 2 0 FAN1, MTMR10, MIR211, TRPM1

Sequence SNP CNV# chr15:31776648‐31822910 Dup 4.40 6.91E‐06 21 18 OTUD7A

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

Sequence SNP CNV# chr20:32210931‐32441302 Dup 2.72 3.16E‐02 8 11
NECAB3, CBFA2T2, C20orf144, C20orf134, PXMP4, ZNF341, 
E2F1, CHMP4B

Total sample size of unrelated individuals: 1544 cases, 5762 controls



Validation results – CHOP variants

 11 out of 84 CNVs from CHOP were validated as being clinically 
relevant
– All validated CNVs are recurrent (seen in more than 1 case)

Verified odds ratios >2 in unrelated (N 1544) ASD cases and– Verified odds ratios >2 in unrelated (N=1544) ASD cases and 
controls (N=5762)

 73 remaining CHOP CNVs did not reach clinical significance because73 remaining CHOP CNVs did not reach clinical significance because 
they were seen in only 1 case and/or had odds ratios <2 

 Validated clinical relevance of 16 of 101 CNVs from other publications
– Included only unrelated cases in calculations to reduce inflated 

frequency estimates
Odds ratios >2 in unrelated cases

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

– Odds ratios >2 in unrelated cases



Validation results – CHOP and Literature Studies

Cytoband Region of Highest Significance CNV Type OddsRatio
(Unrelateds)

P Value
(Unrelateds)

Cases
(Unrelateds)

Controls
(Unrelateds)

Gene/Region

1q21.1 chr1:146656292-146707824 Dup 7.48 1.15E-01 2 1 FMO5
2p24.3 chr2:13203874-13209245 Del ∞ 2.11E-01 1 0 upstream of LOC100506474p p
2p21 chr2:45489954-45492582 Dup ∞ 4.46E-02 2 0 between UNQ6975 and SRBD1
2p16.3 chr2:51237767-51245359 Del ∞ 1.99E-03 4 0 NRXN1
2p15 chr2:62230970-62367720 Dup ∞ 2.11E-01 1 0 COMMD1
2q14.1 chr2:115133493-115140263 Del 7.47 1.15E-01 2 1 between LOC440900 and DPP10
3p26.3 chr3:1937796-1941004 Del 5.60 6.70E-02 3 2 between CNTN6 and CNTN4
3p14.1 chr3:67657429-68962928 Del ∞ 2.11E-01 1 0 SUCLG2, FAM19A4, FAM19A1
4q13.3 chr4:73766964-73816870 Dup ∞ 2.11E-01 1 0 COX18, ANKRD17
4q33 chr4 171366005 171471530 Del 4 46E 02 2 0 bet een AADAT and HSP90AA6P4q33 chr4:171366005-171471530 Del ∞ 4.46E-02 2 0 between AADAT and HSP90AA6P
5q23.1 chr5:118527524-118589485 Dup 3.74 1.98E-01 2 2 DMXL1, TNFAIP8
6p21.2 chr6:39069291-39072241 Del 2.37 1.93E-02 12 19 SAYSD1
8q11.23 chr8:54855680-54912001 Dup ∞ 2.11E-01 1 0 RGS20, TCEA1
10q11.22 chr10:49370090-49471091 Dup 3.77 1.96E-01 2 2 FRMPD2P1, FRMPD2
10q11.23 chr10:50884949-50943185 Dup 3.74 1.98E-01 2 2 OGDHL, C10orf53
12q13.13 chr12:53177144-53180552 Del ∞ 4.46E-02 2 0 between KRT76 and KRT3
15q11.1 chr15:20192970-20197164 Dup 4.97 4.06E-02 4 3 downstream of HERC2P3q p
15q11.2 chr15:25099351-25102073 Del 3.75 1.13E-01 3 3 SNRPN
15q11.2 chr15:25099351-25102073 Dup 45.19 7.93E-08 12 1 SNRPN
15q11.2 chr15:25579767-25581658 Dup* ∞ 3.86E-06 8 0 between SNORD109A and UBE3A
15q11.2 chr15:25582882-25662988 Dup* 30.08 2.82E-05 8 1 UBE3A
16p12.2 chr16:21958486-22172866 Dup ∞ 4.47E-02 2 0 C16orf52, UQCRC2, PDZD9, VWA3A
16p11.2 chr16:29664753-30177298 Del 7.47 1.15E-01 2 1 DOC2A, ASPHD1, LOC440356, TBX6, LOC100271831, PRRT2

CDIPT, QPRT, YPEL3, PPP4C, MAPK3, SPN, MVP, FAM57B, 
ZG16 ALDOA INO80E SEZ6L2 TAOK2 KCTD13 MAZ KIF22ZG16, ALDOA, INO80E, SEZ6L2, TAOK2, KCTD13, MAZ, KIF22, 
GDPD3, C16orf92, C16orf53, TMEM219, C16orf54, HIRIP3

16q23.3 chr16:82423855-82445055 Dup ∞ 4.46E-02 2 0 between MPHOSPH6 and CDH13
17p12 chr17:14132271-14133349 Dup 1.60 3.57E-01 3 7 between COX10 and CDRT15
17p12 chr17:14132271-15282708 Del 5.61 6.70E-02 3 2 PMP22, CDRT15, TEKT3, MGC12916, CDRT7, HS3ST3B1
17p12 chr17:14952999-15053648 Dup 3.74 1.98E-01 2 2 between CDRT7 and PMP22
17p12 chr17:15283960-15287134 Del 3.74 1.13E-01 3 3 between TEKT3 and FAM18B2-CDRT4
20p12.3 chr20:8162278-8313229 Dup 3.73 1.98E-01 2 2 PLCB1
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Total sample size of unrelated individuals: 1544 cases, 5762 controls Red color indicates CNVs validated by qPCR

p p
Xp21.2 chrX:29944502-29987870 Dup ∞ 4.47E-02 2 0 IL1RAPL1
Xq27.2 chrX:140329633-140348506 Del 7.48 2.06E-02 4 2 SPANXC
Xq28 chrX:148882559-148886166 Del ∞ 4.46E-02 2 0 MAGEA8



Developmental Disorders provide a key 
example of the problem

T t t

p p

Treatment
Ineffective 
Treatment

Harmful Treatment
Partial Treatment

Diagnosis
Wrong Diagnosis
Late Diagnosis
No Etiology

Symptoms
(i.e. Phenotype) Partial Treatment

Late Treatment
Missed Treatment

Partial Diagnosis
Missed Diagnosis

( yp )

~70 Shared, 
Non‐Specific 
Symptoms

>700 Classified 
Disorders of 
Childhood  Result:

Language delay

Fine motor

Eye contact

Anxiety

Social awkwardness

Development
Autism Spectrum Disorder

Williams syndrome
Prader‐Willi syndrome

1 21 1 D l ti d

Most kids get the wrong 
diagnosis or the right 
diagnosis too late
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Vocabulary
Eye contact

Hypotonia
Failure to thrive

Cognition
Communication

16p11.2 Duplication syndrome
Turner syndrome

DiGeorge syndrome

1q21.1 Deletion syndrome

Angelman syndrome© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.



Rationale for FirstStepDx PLUS array design

Goal:  the most comprehensive clinical microarray p y
available for disorders of childhood development

 Best‐in‐class whole‐genome coverageBest in class whole genome coverage
 Dense coverage of validated proprietary ASD risk markers (CNVs, 

SNVs) from Lineagen family studies
 Dense coverage of literature ASD risk markers
 Dense coverage of genes/CNVs responsible for known 

developmental disordersdevelopmental disorders
 Coverage of recurrent point mutations and small 

insertions/deletions in known ASD/DD/ID genes
f / dd l d d
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 Coverage of genes/CNVs in additional pediatric conditions 
(ADHD, dyslexia, Tourette syndrome)



Key FirstStepDx PLUS second generation 
array probe design elementsy p g

 Platform based on the Affymetrix CytoScan‐HD array

 Added 83,443 probes to CytoScanHD base array
– 2,779,993 total probes

 Coverage of Lineagen validation study CNVs and SNVs Coverage of Lineagen validation study CNVs and SNVs

 Coverage of known literature CNVs

 Doubles sensitivity of ASD‐related genetic factors
– 12% ‐14% vs. 5% ‐ 7% base array sensitivity

 Additional increases in ASD‐related sensitivity is “built into” FirstStepDx PLUS based 
on continuing validation studies with Utah and CHOPg
– All CHOP Study I, CHOP Study II, and Utah CNVs and SNVs were added to 

custom array
– No need to manufacture a new array

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

y
– Further increases in sensitivity possible with further validation studies using 

Lineagen proprietary array 



Key FirstStepDx PLUS second generation 
array probe design elementsy p g

 Additional probes cover DD‐related alterations 
not readily detectable by generic CMA platforms

– Recurrent small Rett syndrome deletions, 
usually detected by DNA sequencingusually detected by DNA sequencing

– Recurrent point mutations in known ASD/DD 
genes e.g. TSC1&2, MECP2

 On a single platform, FirstStepDx PLUS allows for 
maximum detection of genetic variants associated 
with ASD and other disorders of childhood 
development

 Key goal is limiting the need for follow‐up genetic tests in normal 

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

y g g p g
clinical practice – such as single gene sequencing



First and second generation technology 
comparison

FirstStepDx FirstStepDx PLUSp p

Number of DNA Probes 2,696,550
2,779,993

(CytoScan‐HD + 83,443 
custom probes)p )

Genome‐Wide Resolution  1 kb 1 kb

18 000+ and proprietaryNumber of Target Regions 18,000 (RefSeq genes) 18,000+ and proprietary 
CNVs and SNVs

Target Region Resolution 0.6 kb 0.6 kb

ASD Sensitivity/Yield 5‐7% 12‐14%
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Overall Sensitivity/Yield 23% 26%



FirstStepDx PLUS – delivers the most clinically 
informative results for patients

 The most comprehensive whole genome array clinically 
available 
– In partnership with Affymetrix, customized the CytoScan 

microarray with a unique probe design that allows for 
detection of novel validated genetic variants

– Yields a > 2x increase in detection of Autism‐related genetic 
variants over competitive tests

 Increased coverage of other developmental delay genetic 
alterations not readily detectable by competitive array 
platforms

 On a single platform, FirstStepDx allows for maximum detection of genetic 
variants associated with ASD and other disorders of childhood development

© 2013 Lineagen, Inc, University of Utah, Children’s Hospital of Philadelphia, and Golden Helix, Inc. All rights reserved.

The most clinically‐actionable information per test result



New Study Identifies 
High‐Risk VariantsHigh‐Risk Variants 
Associated with 
Autism SpectrumAutism Spectrum 
Disorders

Twenty‐four new variants 
discovered, each conferring more 
than a 2‐fold risk of developing ASD
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than a 2 fold risk of developing ASD



Q&A

Do You HaveDo You Have 
Any Questions?
Use the Questions pane in your 
GoToWebinar window
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