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Zusammenfassung

Hintergrund: Repeat-Expansions-Erkrankungen stellen eine Gruppe Erkrankungen
dar, bei denen die molekulargenetische Diagnostik mit besonderen methodischen
Herausforderungen verbunden ist. Da die momentan verwendeten traditionellen
PCR-basierten Methoden Einschrankungen aufweisen, untersucht diese Arbeit die
Leistungsfahigkeit von Long-Read-Sequencing (LRS) im Vergleich zu diesen Me-

thoden fur die Diagnostik ausgewahlter Repeat-Expansions-Erkrankungen.

Methoden: Das Patient*innenkollektiv umfasst 57 Proben flir Erkrankungen in den
Genen FMR1, C9orf72, FXN, HTT, DMPK, RFC1, verschiedene SCAs und
PHOX2B. Alle 57 Proben wurden zunachst mit traditionellen Methoden wie Triplet-
Repeat-Primed PCR, Fragmentanalyse, Sangersequenzierung und methylierungs-
sensitiver-MLPA analysiert. Aufgrund zeitlicher Limitationen bei der Etablierung der
LRS-Methode wurden lediglich 17 der Proben mittels PacBio HiFi-Sequenzierung

untersucht. Die Ergebnisse beider Methoden wurden anschliessend verglichen.

Ergebnisse: Traditionelle PCR-basierte Methoden lieferten bei kleineren bis mittle-
ren Repeat-Langen, sowie bei der Darstellung von Mosaiken zuverlassige Resul-
tate, zeigten jedoch Einschrankungen bei der Quantifizierung von grossen Expan-
sionen und der Charakterisierung von Sequenzmotiven. LRS ermdglichte eine pra-
zisere Quantifizierung mit Werten bis zu 720 Repeats, die Identifikation von Se-
quenzmotiven, sowie die simultane Analyse des Methylierungsstatus. Bei 12 von 17
Proben stimmten die Ergebnisse beider Methoden weitgehend Uberein. Beobach-
tete Limitationen von LRS waren ein allelischer Bias mit teilweise nur einem Read
pro expandiertem Allel, eingeschrankte automatische Mosaik-Detektion durch die

verwendete Software und ein hoherer DNA-Bedarf.

Schlussfolgerung: LRS ist unter den verwendeten Bedingungen kein vollstandiger
Ersatz fur traditionelle Methoden, bietet jedoch in ausgewahlten diagnostischen Si-
tuationen Vorteile. PCR-basierte Methoden bleiben aufgrund ihrer Robustheit,
schnellen Durchfuhrbarkeit und zuverlassigen Mosaik-Detektion die Methode der
Wahl fur die Routinediagnostik bei gezieltem klinischem Verdacht. Erganzend bietet
sich LRS als Screeningmethode fiir die parallele Analyse einer Vielzahl von Repeat-
Expansions-Erkrankungen und als komplementare Methode bei spezifischen Fra-

gestellungen an.



Abstract

Background: Repeat expansion disorders represent a significant group of diseases
whose molecular genetic diagnostics pose methodological challenges. Since the
traditional PCR-based methods currently in use have limitations, this study investi-
gates the performance of long-read sequencing (LRS) in comparison to these meth-

ods for the diagnosis of selected repeat expansion disorders.

Methods: The patient cohort comprised 57 samples for diseases associated with the
genes FMR1, C9orf72, FXN, HTT, DMPK, RFC1, various SCAs, and PHOXZ2B.
First, all 57 samples were analysed using traditional methods such as triplet repeat-
primed PCR, fragment analysis, sanger sequencing, and methylation-sensitive
MLPA. Due to time constraints in establishing the LRS method, only 17 of the sam-
ples were examined using PacBio HiFi sequencing. The results of both methods

were then compared.

Results: Traditional PCR-based methods provided reliable results for small to me-
dium repeat lengths and for the representation of mosaics but showed limitations in
the quantification of large expansions and the characterization of sequence motifs.
LRS enabled more precise quantification with values up to 720 repeats, the identifi-
cation of sequence motifs, and the simultaneous analysis of methylation status. In
12 of 17 samples, the results of both methods were largely consistent. Observed
limitations of LRS were an allelic bias with sometimes only one read per expanded
allele, limited automatic mosaic detection by the software used, and a higher DNA

requirement.

Conclusion: Under the conditions used, LRS is not a complete replacement for tra-
ditional methods, but offers advantages in specific diagnostic situations. PCR-based
methods remain the method of choice for routine diagnostics in cases of specific
clinical suspicion due to their robustness, rapid feasibility, and reliable mosaic de-
tection. In addition, LRS is suitable as a screening method for the parallel analysis
of many repeat expansion diseases and as a complementary method for specific

questions.
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1 Einleitung

1.1 Repetitive Sequenzen im menschlichen Genom

Sich wiederholende DNA-Sequenzen (Repeats) machen einen grossen Teil des
menschlichen Genoms aus. Davon bestehen Uber 50 % aus repetitiven Elementen,
welche in Tandem oder Simple Repeats oder auch in komplexere repetitive Ele-
mente wie beispielsweise long interspersed nuclear elements (LINEs) unterteilt wer-

den konnen [1].

Kurze Tandem-Wiederholungen (short tandem repeats, STRs), auch Mikrosatelliten
genannt, sind kleine DNA-Abschnitte, meist zwei bis sechs Basenpaare lang, wel-
che hintereinander, in tandem, am gleichen Lokus erscheinen [2,3]. Am haufigsten
sind Trinukleotid-Wiederholungen, gefolgt von Hexanukleotiden. Seltener handelt

es sich um Tetra- und Pentanukleotid-Wiederholungen [3].

1.2 Pathogenitat von Repeat-Expansionen

Die Pathogenitat von Repeat-Expansionen ist abhangig von Faktoren wie der Wie-
derholungslange, der Sequenz (mit oder ohne Unterbrechungen der Repeats) und
der genomischen Lokalisation (innerhalb kodierender, intronischer oder regulatori-
scher Bereiche, Abbildung 1) sowie der Funktion des betroffenen Gens [1-3]. Je
nach Konstellation der oben genannten Faktoren kdnnen Repeat-Expansionen ver-
schiedene krankheitsverursachende Mechanismen auslosen, welche sich grob in
zwei Hauptkategorien einteilen lassen: Loss-of-Function (LoF) und Gain-of-Func-
tion (GoF) [2,4].

HD HTT (CAG),
SCA1  ATXN1  (CAG),
SCA2  ATXN2  (CAG),
SCA3  ATXN3  (CAG),
SCA6 CACNATA (CAG),
SCA7  ATXN7  (CAG),
CCHS PHOX2B  (GCN),

4{ Promotor/ 5'UTR Exon I 3'UTR
Intron

DM1 DMPK (CTG),

FXSIFXTASIFXPOI  FMR1 (CGG), ALS/FTD Corf72  (GGGGCQ),
FRDA FXN (GAA)
CANVAS RFC1 (AAGGG),

Abbildung 1 Lage der unterschiedlichen in der Arbeit behandelten Repeat-Expansionen. Adaptiert nach [3] li-
zensiert unter https.//creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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LoF-Mechanismen fuhren zu einem Funktionsverlust des betroffenen Gens. Sie um-
fassen Prozesse wie Hypermethylierung, Gen-Silencing, eine gestorte Transkription
oder beschleunigter mMRNA-Abbau. Ein Beispiel ist das Fragile X-Syndrom (FXS),
bei dem eine CGG-Repeat-Expansion im FMR1-Promotorbereichs dessen Hyper-
methylierung verursacht, die wiederum zur Abschaltung des Gens flhrt [3]. Solche
Mechanismen treten haufig bei autosomal rezessiv oder X-chromosomal rezessiv

vererbten Erkrankungen auf [4].

GoF-Erkrankungen hingegen zeigen haufig eine autosomal dominante Vererbung
[4]. GoF-Mechanismen gehen auf die toxische Wirkung von zusatzlicher oder ver-
anderter Genprodukte zurtick, welche infolge einer Expansion entstehen. Diese
konnen die DNA-, RNA- oder Protein-Ebene betreffen. Auf DNA-Ebene kdnnen bei-
spielsweise Chromatinveranderungen und epigenetische Repression auftreten, auf
RNA-Ebene kann es durch die Sequestrierung von Splice-Faktoren zur Stérung der
Zellfunktion kommen [1]. Auf Protein-Ebene haben Repeat-Expansionen in codie-
renden Regionen haufig eine Auswirkung, durch Translation abnormal langer Ami-
nosaurenketten, wie beispielsweise Polyglutamin, Polyalanin oder Polyglycin [1,3].
Diese bilden Aggregate, welche neurotoxisch wirken [4]. Beispiele hierfur sind die
spinocerebellaren Ataxien (SCAs) Typ 1, 2, 3, 6 und 7 [3].

Ein besonders erwahnenswerter Mechanismus in diesem Zusammenhang ist die
Repeat-Associated Non-AUG Translation (RAN), bei der pathologische Repeats
nicht kanonisch, ohne klassisches Startcodon translatiert werden. Die RAN-Trans-
lation ist abhangig von der Anzahl Repeats und wird durch RNAs begunstigt, die
Sekundarstrukturen bilden. Die so entstandenen Proteine sind ebenfalls zelltoxisch.
Erkrankungen, die mit diesem Mechanismus assoziiert sind, sind beispielsweise
SCA Typ 8 oder die C9orf72 bedingte amyotrophe Lateralsklerose/frontotemporale

Demenz [5].

1.3 Gemeinsame Merkmale von Repeat-Expansions-Erkrankungen

Ein weiteres zentrales Merkmal dieser Erkrankungen ist die Instabilitat der Repeats
wahrend der DNA-Replikation und Meiose, was bedeutet, dass deren Lange in jeder
Generation zunehmen kann [1]. Dies kann einerseits somatische Mosaike hervor-

rufen, andererseits ist es die Basis fir das Phanomen der klinischen Antizipation.



Bei dieser treten die Symptome einer Erkrankung in nachfolgenden Generationen

frGher auf und/oder sind schwerer ausgepragt, als bei der vorhergehenden [3].

Trotz der Unterschiede in Bezug auf Lokalisation, Lange und Motiv der Wiederho-
lungen weisen die Repeat-Expansions-Erkrankungen weitere gemeinsame Eigen-
schaften auf, die fur die Diagnose und das Management der Erkrankung von Be-
deutung sind. Langere Wiederholungen stehen tendenziell im Zusammenhang mit
einem fruheren Beginn der Erkrankung oder mit einem schwereren Phanotyp. Dies
ist beispielsweise bei der myotonen Dystrophie Typ 1 zwischen der kongenitalen

und der spat einsetzenden Form zu beobachten [3].

2 Repeat-Expansions-Erkrankungen im Detail

In den folgenden Abschnitten werden nur solche Repeat-Expansions-Erkrankungen
erwahnt, deren molekulargenetische Diagnostik am Institut fir medizinische Gene-
tik der Universitat Zurich bereits etabliert ist und angeboten wird oder im Zuge der
Etablierung der Long-Read-Sequencing Methode in Zukunft mdglicherweise ange-

boten wird.

2.1 FMR1-bedingte Erkrankungen

FMR1-bedingte Erkrankungen umfassen verschiedene Krankheitsbilder, welche
durch Varianten im FMR1-Gen verursacht werden. Dazu gehoéren das Fragile-X-
Syndrom (FXS), das Fragile-X-assoziierte Tremor/Ataxie-Syndrom (FXTAS) und die
Fragile-X-assoziierte Ovarialinsuffizienz (FXPOI) [6]. Zusammengefasst werden

diese Krankheitsbilder auch als Fragile-X-assoziierte Stérungen (FXds) bezeichnet
[7].

Das FMR1-Gen ist auf dem X-Chromosom an Position Xg27.3 lokalisiert und kodiert
fir das Fragile X Messenger Ribonukleoprotein 1 (FMRP) [6]. Dabei handelt es sich
um ein RNA-bindendes Protein, welches eine wesentliche Rolle in der Regulation
der Translation von diversen mRNAs spielt, von denen viele in der Entwicklung der
Synapsen und deren Plastizitat involviert sind [8]. FMRP wird in praktisch allen Zell-
typen in niedrigen Konzentrationen exprimiert, die héchsten Konzentrationen finden

sich im Gehirn und in den Hoden [8].



Die Hauptursache der FXds ist eine CGG-Triplett-Repeat-Expansion im Promotor-
bereich des FMR1-Gens [8].

Die CGG-Repeats sind meist durch 1 — 4 AGG-Repeats unterbrochen. Diese treten
haufig nach 9 — 10 CGG-Repeats auf. Die AGG-Unterbrechungen wirken als Schutz
gegen eine Expansion der CGG-Repeats. Fehlen diese AGG-Unterbrechungen, ist
das Risiko fur eine krankheitsrelevante Expansion bei Weitergabe erhoht, insbeson-

dere Uber das mutterlichen Allel [6,8].

Die Einteilung der Repeat-Langen erfolgt in vier Kategorien. Zum Normbereich wer-
den Allele < 45 Repeats gezahlt. Allele von 45 — 54 Repeats werden zum Graube-
reich gezahlt. Diese verursachen kein FXS, kénnen aber instabil sein und wenn
mutterlich vererbt, in den Pramutationsbereich expandieren [9]. Der Pramutations-
bereich beinhaltet Allele von 55 bis 200 Repeats. Individuen mit einer Pramutation
entwickeln in der Regel kein klassisches FXS. Es besteht jedoch ein erhdhtes Risiko
fur FXPOI bei Frauen und fur FXTAS bei Mannern und Frauen [9]. Zudem sind die
Repeats von Pramutations-Allelen instabil und kdnnen bei der maternalen Verer-
bung zu einer Vollmutation expandieren [10]. Repeat-Langen > 200 Repeats wer-
den als Vollmutationen bezeichnet und kdnnen bis mehrere Tausend Repeats gross

werden [9].

Der Hauptteil der Falle von FXS werden durch eine pathogene Repeat-Expansion
verursacht. In weniger als 1 % der Falle sind Veranderungen im FMR1-Gen wie
Deletionen oder pathogene Punktmutationen in der kodierenden Region des Gens
die Ursache fir FXS [9]. Diese Veranderungen fuhren ebenfalls zur Abwesenheit

oder zum Funktionsverlust von FMRP [11].

Die Pathogenese unterscheidet sich je nach Mutationstyp. Bei FXS fuhrt eine Voll-
mutation Ublicherweise zu einer vollstandigen Hypermethylierung des FMR1-Pro-
motors und somit zur Inaktivierung des Gens, was in einem volligen Fehlen von
FMRP resultiert [8].

Bei FXTAS und FXPOI hingegen beruht der Krankheitsmechanismus auf einem
RNA- und Protein-Gain-of-Function. Die erhohte Expression der expandierten
CGG-Region fuhrt zur Anhaufung toxischer RNA-Transkripte, die zellulare Prozesse

storen konnen [7].



Einen wichtigen Einfluss auf die Schwere der Erkrankung hat der Mosaikstatus. Da-
bei kdnnen verschiedene Zellen desselben Individuums unterschiedliche Repeat-
Langen und Methylierungsmuster aufweisen, was zu einer variablen Expression

von FMR1 und damit zu unterschiedlichem Schweregrad der Symptomatik fuhrt [8].

2.2 CY9orf72-bedingte Erkrankungen

C9orf72 verursachte frontotemporale Demenz und/oder amyotrophe Lateralskle-
rose (C9orf72-FTD/ALS) ist eine neurologische Erkrankung, deren klinischen Ver-

lauf sehr heterogen ist [12].

Die Diagnose wird durch den Nachweis einer heterozygoten abnormalen Hexanuk-
leotid-Repeat-Expansion (GGGGCC, auch als G4C2 bezeichnet) des C9orf72-Gen
[13], welches sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 befindet [14], gestellt.
Das Gen beinhaltet 11 Exone. Exon 1, welches Exon 1a und 1b enthalt und nicht
codierend ist, sowie die codierenden Exone 2 bis 11. Die Expansion befindet sich

dabei im Intron zwischen den nicht kodierenden Exonen 1a und 1b [15].

Normale Allele belaufen sich Ublicherweise auf 2 bis 24 G4C2-Repeats. Die Repeat-
Langen von 25 bis 60 Repeats sind von unklarer Signifikanz, da sie selten in der
Allgemeinbevdlkerung vorkommen und typischerweise nicht in betroffenen Familien

segregieren. Pathogene Allele reichen von 61 bis > 4000 Repeats [12].

Es istim Allgemeinen schwierig einen klaren Schwellenwert zwischen normalen und
pathogenen Allelen festzulegen, da bereits kurze Expansionen von 45 bis 78

Repeats pathogen sein konnen [13].

Die genaue Funktion von C9o0rf72 ist bis heute nicht vollstandig geklart. Es wird aber
angenommen, dass das Gen eine Rolle bei der Autophagie, dem endosomalen

Transport und in der Stressregulation im endoplasmatischen Reticulum spielt [13].

Es wurden drei pathogene Mechanismen beschrieben, die die Krankheit verursa-

chen kdnnen und sich gegenseitig nicht ausschliessen [13,14].

Einerseits der RNA-Gain-of-Function-Toxizitats-Mechanismus. Die Sense- und An-
tisense- Repeat enthaltende RNA sammelt sich in nuklearen RNA-Foci im zentralen
Nervensystem (ZNS) an. Diese RNA-Foci kapseln RNA-bindende Proteine ab, was

zu einer Dysregulation der Genexpression und des Splicings fuhrt [13]. Sie lagern



sich vor allem im Kern ab, konnen aber auch im Zytoplasma erscheinen [14]. Den-
noch ist ihre direkte Bedeutung fuir den klinischen Verlauf bislang unklar, da die Ver-
teilung dieser Einschlusse nicht konsistent mit betroffenen Hirnregionen korreliert
[14].

Ein weiterer Mechanismus ist die Toxizitat von Dipeptid-Repeat-Proteinen (DPR).
Sowohl Sense- als auch Antisense-Transkripte der Repeat-Expansion werden
durch eine RAN-Translation in verschiedene DPR Ubersetzt. Diese Proteine bilden
neuronale Einschlisse im ZNS. Insbesondere argininreiche DPRs wie Poly(GR)
und Poly(PR) zeigten in Tiermodellen neurotoxische Effekte und neigten zur Aggre-

gation [13].

Die Wichtigkeit der DPRs im Zusammenhang mit der Pathogenese der Erkrankung
ist unsicher, da sie variabel vorkommen und nicht stark mit den relevanten ZNS

Regionen korrelieren [14].

Ein weiterer Mechanismus flhrt zu Loss of Function. Die Repeat-Expansion verur-
sacht eine reduzierte C9orf72-mRNA und Proteinexpression. Die Ursache daflr
konnten epigenetische Veranderungen wie Hypermethylierung der flankierenden
CpG-Inseln, der Repeats selbst sowie Histon-Trimethylierung, sein, welche alle die

Transkription hemmen konnen. [13].

Die genaue Bestimmung der Repeat-Lange ist aufgrund des hohen GC-Gehalts,
der grossen maglichen Anzahl der Repeats und der repetitiven Natur der flankieren-
den Sequenzen limitiert. Erschwerend kommt die Bildung von Mosaiken dazu. Die
Repeat-Anzahl kann zwischen verschiedenen Geweben stark variieren, die Bestim-
mung der Anzahl erfolgt jedoch ante mortem hauptsachlich an DNA aus Blut [13].
Dies macht es ebenfalls schwierig, den pathologischen Schwellenwert der Anzahl

festzulegen [14].

2.3 Friedreich-Ataxie

Bei der Friedreich-Ataxie (FRDA) handelt es sich um eine autosomal-rezessiv ver-
erbte, fortschreitende neurologische Erkrankung, die durch Ataxie im Gang und den
Gliedmassen, undeutliches Sprechen, Muskelschwache und sensorischen Verlust

gekennzeichnet ist. Im Verlauf treten haufig zusatzliche Symptome wie Skoliose,



Kardiomyopathie und bei manchen Patientinnen und Patienten auch Diabetes auf
[16].

Die Hauptursache fur die Erkrankung sind mit ungefahr 96 % aller Falle biallelische
GAA-Repeat-Expansionen im Intron 1 des FXN-Gens [17]. In selteneren Fallen sind
die Betroffenen compound heterozygot flr eine Repeat-Expansion und eine weitere
inaktivierende Variante im FXN-Gen [18].

Normalallele weisen eine Repeat-Lange von 5 — 33 Repeats auf. Intermediar-Allele
werde mit einer Lange von 34 — 65 Repeats beschrieben. Hierbei ist zu erwahnen,
dass Allele von 44 — 65 als grenzwertig einzustufen sind, da die kirzeste, noch mit
der Erkrankung assoziierte Repeat-Lange nicht klar definiert ist. Krankheitsverursa-

chende Repeats kdnnen von 66 bis zu 1300 reichen [17].

Neben der Lange der expandierten Allelen, spielen auch Unterbrechungen der
GAA-Repeats eine wichtige Rolle fiir die Auspragung des Phanotyps der Erkran-
kung [17], da die Unterbrechungen die Expansion stabilisieren [18]. Bei den Unter-
brechungen handelt es sich um G und/oder A Nukleotide. Unterbrochene Allele sind
in der Regel kirzer und mit einem spateren Krankheitsbeginn assoziiert [17]. Unun-
terbrochene Repeat-Expansionen hingegen kénnen innerhalb einer Generation
weiter expandieren, was in einer somatischen Instabilitat resultiert. Dies zeigen
auch post-mortem Analysen, durch die Detektion von variierenden Repeat-Anzahl

in verschiedenen Geweben [18].

Die Expansion im Intron 1 des FXN-Gens fuhrt zur Bildung von abnormalen DNA-
Strukturen, welche wiederum die RNA-Polymerase |l blockieren. Zu dem verursacht
die Expansion Histon-Modifikationen, welche zur Bildung von Heterochromatin und

somit zur Stilllegung des FXN-Gens fuhren [18].

Das FXN-Gen codiert fur das mitochondriale Protein Frataxin, welches eine essen-
Zielle Rolle in der Eisen-Homoostase, der Biogenese von Eisen-Schwefel-Clustern,
in zelluldaren Redox-Reaktionen, sowie in der Ham-Synthese spielt. Folglich fihrt
eine reduzierte Produktion von Frataxin zu einer verminderten mitochondrialen ATP
Produktion, einer Storung des Eisenstoffwechsels und einer beeintrachtigten Reak-

tion auf oxidativen Stress [18].



Exprimiert wird Frataxin vor allem in Geweben mit einem hohen Energiebedarf wie
Herzmuskel, dem Kleinhirn und dem Rickenmark, was die organspezifischen Ma-

nifestationen der Erkrankung erklart [18].

2.4 Huntington-Erkrankung

Die Huntington-Erkrankung (HD) ist eine fortschreitende neurologische Erkrankung,
welche motorische, kognitive und psychiatrische Stérungen verursacht [19]. Diag-
nostiziert wird sie einerseits durch die klinische Anamnese und andererseits durch
den Nachweis einer Expansion von CAG-Trinukleotid-Wiederholungen im HTT-
Gen, welches sich auf Chromosom 4p16 befindet [20]. Die Erkrankung wird autoso-
mal dominant vererbt, wobei auch hier das Prinzip der Antizipation bekannt ist, wel-
che haufiger bei vaterlicher Vererbung des mutierten Allels ist. Sie resultiert aus der

Instabilitat der CAG-Repeats wahrend der Spermatogenese [19].

Das HTT-Gen codiert flr das Protein Huntingtin, welches ubiquitar exprimiert wird.
Es enthalt eine Polyglutamin Sequenz, welche durch ununterbrochene CAG Trinuk-
leotid-Repeats im ersten Exon des HTT-Gens, codiert wird. Wildtyp Allele haben
dabei < 26 Repeats. Allele zwischen 27 und 35 Repeats werden als intermediar
betrachtet. Individuen mit solchen Repeat-Langen entwickeln keine Symptome, ha-
ben aber ein Risiko, dass bei der Weitergabe an die nachste Generation, aufgrund
der Instabilitat der CAG-Repeats, eine weitere Expansion stattfindet. Repeat-Lan-
gen > 36 Repeats gelten als pathologisch, wobei Repeat-Langen von 36 — 39

Repeats mit einer reduzierten Penetranz einhergehen [19].

Obwohl eine vollstandige Penetranz von HD fir CAG-Repeats von 42 und mehr
beobachtet wird, zeigt nur ein Teil der Personen zwischen 36 und 41 Repeats An-

zeichen von Symptomen einer HD [21].

Ein Grund hierfur konnte eine fehlende Unterbrechung der CAG-Repeats sein. Nor-
malerweise sind diese gefolgt von einer 12 Basenpaar grossen Unterbrechung
downstream: CAA-CAG-CCG-CCA. Da CAA ebenfalls flr Glutamin codiert, wurde
das Vorhandensein dieser Unterbrechung lange flr irrelevant angesehen. Es wurde
aber gezeigt, dass der Verlust dieser Unterbrechung mit einem friheren Manifesta-
tionsalter assoziiert ist, wahrend eine Duplikation mit einem spateren Manifestati-

onsalter in Zusammenhang gebracht wird. Allele ohne diese Unterbrechung sind



somatisch instabil und konnen bei Repeat-Langen mit geringer Penetranz dennoch

zum Ausbruch der Erkrankung flhren [22].

Die genauen Mechanismen, wie es zur Neurodegeneration kommt, sind bisher je-
doch noch ungeklart. Es wird aber angenommen, dass es eine Kombination aus
toxischen Gain-of-Function Effekten und dem Verlust der normalen HTT Funktion
ist [23]. Beim GoF-Effekt kommt es zur Aggregation und Bildung von toxischen Oli-
gomeren [24]. Diese Aggregation von Huntingtin stort die Protein-Protein und Pro-

tein-DNA Interaktion, welche sich auch gegenseitig beeinflussen kdnnen [20].

2.5 Myotone Dystrophie Typ 1

Myotone Dystrophie Typ 1 (DM1) ist eine Form der Muskeldystrophie, die zu fort-
schreitender Muskelschwache und -verlust fuhrt. Obwohl die Symptome in jedem
Alter auftreten kdnnen, ist es die haufigste Form der Muskeldystrophie, deren Be-

ginn im Erwachsenenalter liegt [25].

Bei DM1 handelt es sich um eine autosomal dominant vererbte Erkrankung, welche
durch eine Expansion von CTG-Nukleotiden in der 3’'untranslatierten Region (UTR)
des myotonic dystrophy protein kinase (DMPK) Gen verursacht wird. Das Erkran-
kungsalter so wie die Auspragung des Phanotyps korrelieren dabei mit der Anzahl
der CTG-Repeats [25]. Die schwerste Form ist die kongenitale DM1, bei der Repeat-
Langen von 1400 Repeat oder hdher beobachtet wurden [26].

Studien stiitzen die Theorie, dass ein RNA GoF- Mechanismus als ursachlich flr die
Erkrankung anzusehen ist. Es kommt zur Bildung von RNA-Foci, welche nukleare
Faktoren storen, die fur die Entwicklung und Erhaltung der Muskeln wichtig sind.
Ein weiterer Mechanismus, der diskutiert wird, sind Auffalligkeiten im alternativen
Spleissen, welches essenziell ist fir eine normale Myogenese [26].

Normale Allele haben eine Repeat-Lange von 5 bis 34 CTG-Repeats. Zu den Pra-
mutations-Allelen werden Repeat-Langen von 35 bis 49 Repeats gezahlt. Personen
mit Allelen in diesem Bereich zeigen keine Symptome. Ihre Kinder haben aber ein
erhdhtes Risiko eine grossere Repeat-Lange zu erben und somit Symptome zu ent-

wickeln. Allele mit > 50 Repeats sind als pathologisch anzusehen [27].

Die CTG-Repeats zeigen eine hohe Instabilitat, was zu einem ausgepragten soma-

tischen Mosaik fuhren kann. Die Repeat-Langen kdnnen sich dabei zwischen
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verschiedenen Geweben stark unterscheiden, was wesentlich zur phanotypischen
Variabilitat der Erkrankung beitragt [25, 27].

Eine zunehmende Anzahl an Repeats, sowie ein starker ausgepragtes Mosaik sind
typischerweise mit einem schwereren Krankheitsverlauf und friherem Manifestati-

onsalter assoziiert [28].

Ein weiterer entscheidender Faktor sind Unterbrechungen in der CTG-Expansion.
Diese kdnnen entweder am 5’ oder 3’ Ende der Expansion vorkommen und haben
oft einen stabilisierenden Effekt auf die Repeat-Struktur [28,29].

Die klinische Relevanz dieser Unterbrechungen zeigt sich in vielerlei Hinsicht. Grob
zusammengefasst |asst sich sagen, dass sie mit einem milderen Phanotyp, einer
reduzierten Beteiligung des ZNS und einem geringeren Auftreten der kongenitalen
Form der Erkrankung assoziiert sind. Gleichzeitig kdbnnen aber auch atypische und
sogar schwere Verlaufe auftreten, was die Interpretation und den Umgang mit die-
sen Unterbrechungen erschwert. Der Effekt der Unterbrechungen hangt stark von

ihrer genomischen Lokalisation, Lange und Zusammensetzung ab [29].

2.6 RFC1 CANVAS

Das CANVAS-Syndrom (cerebellare Ataxie, Neuropathie, vestibulare Areflexie Syn-
drom) ist eine nach dem 35. Lebensjahr einsetzende neurodegenerative Erkran-
kung, die durch eine biallelische AAGGG Repeat-Expansion im RFC1-Gen verur-
sacht wird. Zum klinischen Spektrum der Erkrankung gehéren neben dem klassi-
schen CANVAS auch autonome Funktionsstorungen, Husten sowie Beeintrachti-
gungen des Kleinhirns, der Sensibilitat, des Gleichgewichts und des Vestibularsys-
tems [30].

Das RCF1-Gen befindet sich auf Chromosom 4 und codiert fir die Untereinheit 1
des Replikationsfaktors C, eines Proteinkomplexes, welcher eine zentrale Rolle in
der DNA-Replikation und DNA-Reparatur spielt. Der Proteinkomplex dient unter an-
derem als sogenannter «Clamp Loader», der das Proliferating Cell Nuclear Antigen
(PCNA) an die DNA anheftet und somit die Anlagerung und Funktion der DNA-Po-
lymerase unterstutzt [31,32].

Bisher wurden mehrere repetitive Motive innerhalb des RFC7-Lokus beschrieben.

Dabei handelt es sich nicht nur um Varianten im AAGGG-Repeat, sondern auch um
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Repeats, die zusatzlich zu diesem Auftreten kbnnen. Neben der haufigsten patho-
genen Expansion mit der Sequenz AAGGG wurden auch andere Varianten wie
ACAGG und komplexere Repeats wie beispielsweise AAAGG15-25AAGGGex-
pAAGG10 nachgewiesen, die in bestimmten Fallen ebenfalls mit der Erkrankung as-

soziiert sein konnen [32].

Die Einschatzung der Pathogenitat basiert dabei auf verschiedenen Faktoren: der
Haufigkeit der Repeats bei betroffenen Personen, dem homozygoten Auftreten bei
gesunden Individuen sowie dem Vorliegen in Kombination mit einer weiteren patho-

genen Variante auf dem gegenuberliegenden Allel [32].

Zu den Normalallelen werden unterschiedliche Motive mit unterschiedlicher Anzahl
gezahlt [30]:

- AAAAGu11 Repeats, mit einer Allelfrequenz von 0.75
- AAAAG:12-200 Repeats mit einer Allelfrequenz 0.13
- AAAGGu4o-1000 Repeats mit einer Allelfrequenz von 0.08

Als pathologisch werden am haufigsten AAGGG Repeats von 400 bis 2000 be-
schrieben. In weiteren Populationen wurden zudem weitere Motive bereits als pa-

thologisch beschrieben [30].

Die genaue Pathogenese der Erkrankung ist bisher unklar, da funktionelle Studien
fehlen. Vorlaufige Studien haben keine reduzierte Expression oder einen offensicht-
lichen Funktionsverlust des RFC1-Proteins gezeigt. Diese Beobachtung steht im
Widerspruch zu klassischen Mechanismen autosomal-rezessiv vererbter Erkran-
kungen, die typischerweise durch einen vollstandigen oder teilweisen Funktionsver-
lust eines Proteins verursacht werden. Dies deutet darauf hin, dass der pathogene

Mechanismus der Erkrankung weitaus komplexer sein kdnnte [32].

2.7 Spinocerebellare Ataxien

Unter Spinocerebellaren Ataxien (SCAs) werden eine Gruppe fortschreitender neu-
rologischer Erkrankungen zusammengefasst. Diese werden autosomal dominant
vererbt und das klinische Hauptmerkmal ist die Ataxie, ein Syndrom der Inkoordina-
tion, welches aus der fortschreitenden Degeneration des Kleinhirns entsteht [33].
Obwohl der Name «spinocerebellar» eine Beteiligung des Riuckenmarks und des

11



Kleinhirns nahelegt, ist das Rickenmark bei vielen SCAs nicht betroffen und die
pathologischen Veranderungen treten auch in anderen Bereichen des Nervensys-
tems auf. Insgesamt sind Uber 40 genetisch unterschiedliche Subtypen von SCAs
bekannt [34].

Ublicherweise treten die ersten Symptome der SCAs im mittleren Erwachsenenalter

auf, konnen sich aber auch im Kindes- oder hohen Alter manifestieren [34].

Genetisch betrachtet lassen sich die SCAs in zwei Hauptgruppen einteilen. Solche,
die durch Repeat-Expansionen verursacht werden und solche, die durch konventi-

onelle Mutationen entstehen [34].

Zu der ersten Gruppe gehdéren mindestens 12 Subtypen, unteranderem SCA1,
SCA2, SCA3, SCA6 und SCA7, welche durch expandierte CAG-Wiederholungen
verursacht werden. Diese Wiederholungen kodieren fur Glutamine, weshalb diese
Gruppe der SCAs auch als Polyglutamin-SCAs bezeichnet werden. Die Polygluta-
mine sind proteotoxisch, in dem sie abnormale Proteinkonformationen verursachen,
welche die Interaktion zwischen Proteinen verandern und zu Oligomerisierung und
so zu intranuklearen Einschlussen fuhren. Diese Einschlisse wiederum kdnnen to-
xisch sein und weitere zellulare Prozesse beeintrachtigen. Das Ausmass der Aggre-

gation korreliert mit der Repeatlange [34].

Weitere Repeat-Expansion-SCAs wie SCA8, SCA10, SCA31, SCA36 und SCA37
werden durch Repeats in nicht kodierenden Regionen oder Introns verursacht und
tendieren zu viel grosseren Expansionen. Die Expansionen wirken sich hierbei pri-
mar auf die RNA-Ebene aus. Die expandierten RNA-Transkripte akkumulieren in
RNA-Foci, die RNA-bindende Proteine sequestrieren und Spleissprozesse storen,

was zu Zytotoxizitat fuhrt [34].

Weitere molekulare Pathomechanismen der Erkrankung sind die Beeintrachtigung
der mitochondrialen Funktion, die Kanalopathie, Autophagie-Stérungen oder die

transkriptionelle Dysfunktion [33].

Die Ubrigen SCAs entstehen durch konventionelle Mutationen wie Missense, Non-

sense, Insertionen oder Deletionen [34].

Weltweit ist SCA3 die haufigste spinocerebellare Ataxie, gefolgt von SCA2 und
SCA6, wobei die Haufigkeit geografisch und ethnisch oft stark aufgrund von
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Grindereffekten variiert [34]. Das kann sich in einer lokalen Dominanz anderer Sub-

typen zeigen, beispielsweise SCA7 in Venezuela [33].

Die Referenzwerte zusammengefasst aus Genereviews sind

in Tabelle 1 darge-

stellt:
Gen Repeat | Normalbereich Intermediar, veranderlich | Pathologischer Lite-
normaler Bereich Bereich ratur
SCA1 | ATXN1 CAG 6 -35 CAG Repeats, 36-38 ohne 39-44 ununterbro- | [35]
bis 44, wenn CAT-Unterbre- | Unterbrechungen chen
chungen vorhanden sind > 44 Repeats
SCA2 | ATXN2 CAG < 31 Repeats Variante unklarer klinischer | = 33 [36]
Signifikanz: 32 Repeats 33-34 mit redu-
zierter Penetranz
Haufigste Anzahl:
37-39
SCA3 | ATXN3 CAG 12-44 Repeats 45-59 60-87 [37]
SCA6 | CACNA1A | CAG <18 Repeats Variante unklarer Signifi- | 20-33 [38]
kanz: 19
SCA7 | ATXN7 CAG 7-27 Repeats 28-33 34-36 reduzierte | [39]
Penetranz
37-460 volle Pe-
netranz

Tabelle 1 Uberblick Referenzwerte Repeatanzahl spinocerebellére Ataxien

2.8 Angeborenes zentrales Hypoventilationssyndrom

Das angeborene zentrale Hypoventilationssyndrom (CCHS) ist eine seltene Erkran-
kung, die sich durch eine gestorte autonome zentrale Kontrolle der Atmung und eine
globale autonome Dysfunktion kennzeichnet. Die Krankheit wird durch Mutationen
im PHOX2B-Gen verursacht [40]. Dieses Gen codiert fur einen Transkriptionsfaktor,
welcher die Expression von Genen reguliert, die flr die Entwicklung der Neuralleiste
entscheidend sind. Aus der Neuralleiste entstehen unterschiedliche Zelltypen und
Strukturen, unteranderem auch Teile des vegetativen Nervensystems, welche fur
die Atemkontrolle und weitere autonome Funktionen verantwortlich sind. Eine Fehl-

bildung der Neuralleiste im Hirnstamm ist charakteristisch fiur CCHS [41].

Die haufigste Form der Mutation dabei ist die Polyalanin-Repeat-Expansions-Muta-
tion (PARM), bei der es zu GCN-Expansionen in Exon 3 des PHOX2B-Gens kommt.
Seltener sind klassische Mutationen, welche unter dem Begriff Nicht-Polyalanin-

Repeat-Expansion-Mutation (NPARM) zusammengefasst werden [40].
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Die Referenzwerte sind folgende [40]:

Normalallele: 20 GCN (Alanin) Repeats ist die haufigste Anzahl in der Allgemeinbe-
volkerung detektierte Repeats. Weniger Repeats wurden auch schon berichtet, sind

aber nicht mit CCHS assoziiert.

Allele unklarer Signifikanz: Personen mit 21 bis 23 GCN-Repeats wurden bisher
nicht mit CCHS beschrieben, deswegen ist die klinische Bedeutung von diesen

Repeat-Langen noch nicht bekannt.

Pathologische Allele: Personen mit 24 Repeats und eine Subpopulation von Perso-
nen mit 25 Repeats zeigen einen milden Phanotyp mit einem spateren Krankheits-
beginn und/oder Symptomen nur bei Atemnot, Personen mit 26-33 Repeats sowie

die meisten mit 25 Repeats zeigen bereits als Neugeborene Symptome.

Zur Unterstitzung der Auswertung und des weiteren Verlaufs der Arbeit sind in der
Tabelle 2 die Referenzwerte zu den unterschiedlichen Repeat-Expansions-Erkran-

kungen zusammengefasst.

Gen Repeat Anz. Repeats Anz. Repeats Anz. Repeats
Normbereich Intermediarer Bereich Pathologischer Be-
reich
FMR1 CGG <45 Graubereich: > 200
45-54
Pramutation:
55 —200
C9orf72 | GGGGCC 2-24 25-60 > 61
FXN GAA 5-33 44 - 65 > 66
HTT CAG <26 27-35 > 36
DMPK CTG 5-34 35-49 > 50
RFC1 Normal: AAAAG, Je nach Repeat Haufigste AAGGG >
AAAGG 400
Path. AAGGG
SCA1 CAG 6 -35 CAG Repeats, 36-38 ohne 39-44  ununterbro-
bis 44, wenn CAT-Unterbre- Unterbrechungen chen
chungen vorhanden sind > 44 Repeats
SCA2 CAG < 31 Repeats Variante unklarer klinischer >33
Signifikanz: 32 Repeats 33-34 mit reduzier-
ter Penetranz
Haufigste Anzahl:
37-39
SCA3 CAG 12-44 Repeats 45-59 60-87
SCA®6 CAG <18 Repeats Variante unklarer Signifikanz: 20-33
19
SCA7 CAG 7-27 Repeats 28-33 34-36 reduzierte Pe-
netranz
37-460 volle Penet-
ranz
PHOX2B | GCN 20 21-23 24 -33

Tabelle 2 Ubersicht Referenzwerte Repeatanzahl unterschiedlicher Repeat-Expansions-Erkrankungen
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3 Fragestellungen

Die in der Einleitung dargestellten Repeat-Expansions-Erkrankungen machen deut-
lich, welche klinische Relevanz prazise und zuverlassig interpretierbare molekular-
genetische Diagnostik hat. Insbesondere die Instabilitdit der Repeats und die
dadurch entstehenden Mosaike, die Heterogenitat der Repeat-Langen sowie das
Vorkommen komplexer Sequenzmotive, einschliesslich Unterbrechungen, stellen
dabei hohe Anforderungen an die traditionellen PCR-basierten Methoden. Diese ha-
ben geringe Kosten, eine schnelle Durchfuhrbarkeit und eine hohe Effizienz, stos-
sen jedoch bei der exakten Bestimmung von Repeat-Expansionen sowie in der De-
tektion von Sequenzmotiven an methodische Grenzen. Hinzu kommt, dass viele
Repeat-Expansionen einen hohen GC-Gehalt aufweisen, was die Bildung von Se-
kundarstrukturen begunstigt und sich in Form von allelic dropout zeigen kann [2].
Diese Limitierung kann zur unvollstandigen oder fehlerhaften Darstellung relevanter

Allele fihren und so das diagnostische Ergebnis beeinflussen.

Vor diesem Hintergrund rickt die Etablierung von alternativen Methoden in den Fo-
kus, welche die komplexen Repeat-Expansions-Strukturen besser und umfassen-
der abbilden kdnnten. Das Long-Read-Sequencing (LRS) koénnte hier ein vielver-
sprechender Ansatz sein. Mit Plattformen wie PacBio oder Oxford Nanopore lassen
sich lange Reads generieren, welche allenfalls Iangere Repeat-Expansionen sowie

auch die Sequenzmotive der Repeats abbilden kdnnten [42].

Aufbauend auf diesen theoretischen Grundlagen ergeben sich im Rahmen dieser

Arbeit folgende Fragestellungen:

- Wie zuverlassig kann LRS Repeat-Expansionen identifizieren und deren
Lange quantifizieren im Vergleich zu PCR-basierten Methoden?

- Bei welchen Erkrankungen oder Anzahl Repeats stossen die traditionellen
Methoden an ihre Grenzen und kann LRS diese Lucken schliessen?

- In welchem Ausmass sind Mosaike mit LRS zuverlassig nachweisbar?

- Fur welche Repeat-Expansions-Erkrankungen bietet LRS im Vergleich zu

den traditionellen Methoden einen diagnostischen Mehrwert?

Das Ziel dieser Arbeit ist es daher, die Leistungsfahigkeit beider Methoden verglei-
chend zu evaluieren und das klinische Potenzial von LRS in der Diagnostik von

Repeat-Expansions-Erkrankungen zu beurteilen.
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4 Material und Methoden

4.1 Patient*innenkollektiv

In dieser Arbeit wird auf eine geschlechtergerechte Sprache geachtet. Personenbe-
zeichnungen erfolgen — sofern moglich — in geschlechtsneutraler Form oder unter
Verwendung von Doppelnennungen (z. B. ,Patientinnen und Patienten®) bzw. Gen-
derformen (z. B. ,Patient*innen®). Sollte aus Grinden der Lesbarkeit in Einzelfallen
dennoch eine verkurzte Form verwendet werden, so bezieht sich diese ausdrucklich

auf alle Geschlechter gleichermassen.

Die in dieser Arbeit untersuchten Patientenproben stammen von Personen, die im
Rahmen der routinemassigen Diagnostik auf die jeweilige Erkrankung untersucht
wurden und fur die jeweilige Analyse ihren «informed consent» gaben. Zusatzlich
kamen externe Kontrollproben sowie Proben aus Ringversuchen zum Einsatz. Da
die Proben im Rahmen der Qualitatskontrolle der Etablierung der neuen Methode
genutzt wurden und keine zusatzlichen diagnostischen oder therapeutischen Mass-

nahmen durchgeflhrt wurden, war kein gesondertes Ethikvotum erforderlich.

Fir die Arbeit wurden insgesamt 57 Patient*innenproben ausgewahlt. Das Kollektiv

setzt sich wie folgt zusammen:

Zusammensetzung Patient*innenkollektiv

m FMR1 m C9orf72 m FXN m HTT = DM1 m CANVAS
m SCA1 m SCA2 m SCA3 SCAG6 m SCA7 = PHOX2B

Abbildung 2 Zusammensetzung Patient*innenkollektiv
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Von den 57 Patient*innen sind 24 weiblich (40.35 %), 23 sind mannlich (42.11 %)
und bei 10 (17.54 %) gab es keine Angaben bezlglich des Geschlechts. Lediglich
bei den auf FMR1 untersuchten Proben wurde das Geschlecht berlcksichtigt, da
sich das Gen wie oben beschrieben auf dem X-Chromosom befindet und somit far

die Interpretation der Ergebnisse relevant ist.

Der grosste Anteil der Proben (n = 17, 29.82 %) wurde zur Diagnostik FMR1-be-
dingter Erkrankungen untersucht, da diese Methode seit 2011 am Institut etabliert
ist und hierflr ein grosser Probenpool vorliegt. Zudem wird dafir jahrlich an exter-
nen Ringversuchen teilgenommen, weshalb hier einige bereits gut charakterisierte

Proben vorlagen.

Die zweit grosste Gruppe (n = 10, 17.54 %) umfasst Proben zur Abklarung von
C9orf72-bedingten Erkrankungen, wobei ebenfalls eine regelmassige Teilnahme an

externen Ringversuchen besteht.

Die Analysen der Gene HTT, DMPK und FXN wurden erst Anfang 2024 im Institut
fur medizinische Genetik der Universitat Zurich eingefuhrt. Daher standen zum Zeit-
punkt der Probenauswahl fur das Patient*innenkollektiv nur wenige interne Falle zur

Verfigung, weshalb hier Uberwiegend externe Kontrollproben eingesetzt wurden.

Zudem wurde beispielsweise der Grossteil der Analysen zur Abklarung einer DMPK-
Repeat-Expansion an DNA aus pranatalen Proben durchgeflhrt. Da dieses Material
nur in geringer Menge vorhanden ist und meist nur eine niedrige DNA-Konzentration
aufweist, wurde entschieden keine pranatalen DNA-Proben in dieser Arbeit zu ver-

wenden.

Die Diagnostik der SCAs mittels traditioneller PCR-basierter Methoden befindet sich
noch in der Etablierungsphase, entsprechend liegen nur wenige Falle und nur ex-
terne Kontrollproben vor. Die Etablierung der CANVAS-Diagnostik ist noch nicht be-

gonnen worden, hierfur wurde daher lediglich eine externe Kontrollprobe verwendet.

Von insgesamt 57 verwendeten Proben stammen 6 von externen und 21 von inter-
nen Einsender*innen. Die Ubrigen Proben setzen sich aus Ringversuchsproben (n
= 16) sowie externe Kontrollproben (n = 14) zusammen, welche vom Institut fir me-

dizinische Molekulargenetik zur Verflugung gestellt wurden.
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Das Alter der Patient*innen zum Zeitpunkt der Diagnose ist flr diese Arbeit nicht
relevant, jedoch das Alter der Probe. 18 Proben waren zum Zeitpunkt der Analyse
<1 Jahr alt, 18 Proben sind 1 bis 5 Jahre alt, 7 Proben sind > § Jahre alt, wobei die
alteste vor 13 Jahren extrahiert wurde. Fur die 14 externen Kontrollproben lag keine

Angabe zum Probenalter vor.

4.1.1 Fragmentanalyse und TP-PCR

Die oben beschriebenen Proben wurden grosstenteils mittels PCR-basierten Me-
thoden analysiert. Einerseits mit sogenannter TP-PCR andererseits mit klassischer
Fragmentanalyse und Sequenzierung. Die Daten zu den unterschiedlichen Erkran-
kungen wurden wie folgt generiert (Tabelle 3). Fur weitere Informationen zu den
PCR-Konditionen siehe auch Tabelle 16 und Tabelle 17 im Anhang.

Gen TP-PCR Fragmentanalyse und Sequenzierung

FMR1 Nach Angaben des Herstellers mit dem | werden fir dieses Gen nicht
AmplideX PCR/CE FMR1 Kit [43] durchgefiihrt

C9orfr2 Nach Angaben des Herstellers mit dem | werden fir dieses Gen nicht
AmplideX PCR/CE C9orf72 Kit [44] durchgefiihrt

FXN Adaptiert und validiert nach [45] Adaptiert und validiert nach [46] und

[47]

HTT Nach Angaben des Herstellers mit dem | Adaptiert und validiert nach [49]
AmplideX PCR/CE HTT Kit [48]

DMPK Nach Angaben des Herstellers mit dem | Adaptiert und validiert nach [51]
AmplideX DM1 Dx Kit [50]

SCAs Wurden noch nicht etabliert

PHOX2B Wird fir dieses Gen nicht durchgefihrt | Adaptiert und validiert nach [52]

CANVAS Wurde noch nicht etabliert

Tabelle 3 Ubersicht PCR-Bedingungen traditioneller Methoden

Bei der TP-PCR wurde eine Kombination aus drei Primern verwendet, im Gegen-
satz zur traditionellen Fragmentanalyse, bei der nur ein lokusspezifisches Primer-
paar genutzt wird. Wahrend die ersten beiden Primer (P1 und P2) angrenzend an
die Repeat-Expansion binden, ist der dritte Primer (P3) komplementar zu den
Repeats (Abbildung 3) [50].

P2

------------ CTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGLTGLTG. .......
P3

Abbildung 3 Prinzip TP-PCR. Selbsterstellte Abbildung adaptiert nach [63] (lizensiert unter CC BY)
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Im Elektropherogramm zeigte sich die Verwendung der drei verschiedenen Primer
einerseits durch die Darstellung von PCR-Produkten von vollstandigen Allelen so-
wie Produkten von Repeat-Amplikons, was in einem typischen Muster zu sehen war
[50].

Die so generierten Fragmente wurden auf den SeqStudio, SeqStudioFlex oder
ABI3730 geladen und anschliessend mit der Genemapper Software (Release 6.1)

ausgewertet.

4.1.2 MS-MLPA

Zur Abklarung des Methylierungsstatus und der Kopienzahlbestimmung far FMR1
wurde zusatzlich das Methylierungssensitive-MLPA (MS-MLPA) Kit ME029 von
MRC Holland verwendet. MS-MLPA ist eine semiquantitative Methode, welche auf
der Amplifikation von bis zu 60 Proben basiert. Jede dieser Proben detektiert eine
spezifische DNA-Sequenz. Zu Beginn werden die Patientenproben denaturiert. An-
schliessend wird ein Mix an Proben dazugegeben, welche Uber Nacht an die DNA
hybridisieren. Nach der Hybridisation wird das Reaktionsgemisch auf zwei Réhr-
chen aufgeteilt. Beiden wird ein Ligations-Mix hinzugefligt, einem wird jedoch zu-
satzlich das Restriktions-Enzym Hhal beigefugt. Dieses Enzym ist in der Lage, nicht
methylierte Proben zu verdauen. Anschliessend werden die Proben(Abbildung 4)
[54].

l methylated allele I

\ . ’ Hhal digestion inhibited
\ by methylation

I unmethylated allele l
\l . ’ Hhal digestion of
| \ probe and allele:

,\|/ no amplification
]

Abbildung 4 schematische Darstellung Prinzip MS-MLPA. Quelle: MRC Holland, Verwendung mit freundlicher
Genehmigung
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Nach dem letzten Amplifikationsschritt werden die PCR-Produkte mit einem Kapil-
larelektrophorese-Gerat (ABI3730, SeqStudioFlex, SeqStudio) der Grdosse nach
aufgetrennt. Das probenspezifische Elektropherogramm wird danach mit der Coffa-
lyser Software (Version 240129.1959) ausgewertet [54].

4.1.3 Sequenzierung nach Sanger

Die Sequenzierung nach Sanger erfolgte gemass der im Labor etablierten Stan-
dardarbeitsanweisung (SOP). Die PCR-Produkte wurden enzymatisch mit Exonu-
clease | und Alkaliner Phosphatase ausgereinigt und anschliessend unter der Ver-
wendung der jeweiligen Forward- und Reverseprimer mit dem BrilliantDye Termina-
tor kit v3.1 (Nimagen) sequenziert. Die zweite Aufreinigung erfolgte mittels einer
Filterplatte und Sephadex G-50 Superfine. Die Produkte wurden anschliessend auf
den ABI3730, SeqStudio oder SeqStudioFlex geladen und danach mit der Se-
quencePilot Software (JSi Medical Systems, Version 5.4.4.20) und der SeqA Analy-

sis Software (Applied Biosystems, Version 8) ausgewertet.

4.1.4 Long-Read-Sequencing

Fiar die Generierung von Long-Reads wurde die High-fidelity-Sequencing (HiFi)
Technik von PacBio verwendet. Bei dieser Technik handelt es sich um eine single-
molecule, real-time sequencing technology (SMRT), bei der einzelne Moleklle se-
quenziert werden konnen. Dazu ist ein Microchip notig, welcher Millionen von klei-
nen Wells enthalt. In jedes Well gelangt ein einzelnes Molekul, welches dann se-

quenziert wird [55].

PacBio stellten ihre real-time DNA Sequenziermethode bereits 2009 vor. Bei der
Technik wird eine spezielle DNA-Polymerase verwendet, welche fluoreszenz-mar-
kierte Nukleotide wahrend der DNA-Synthese einsetzt. Die dabei entstehenden Sig-
nale werden in Echtzeit gemessen und so werden lange Reads generiert, welche

eine Grosse von bis zu 2.5kb haben kénnen [56].

Die SMRT-Technologie beruht darauf, dass einzelne Nukleotide wahrend ihrer In-
korporation durch eine DNA-Polymerase in Echtzeit detektiert werden. Es wird da-
bei eines von vier unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Nukleotiden eingebaut,
dessen Signal in einem Zero-Mode-Waveguide (ZMW) erfasst wird. In jedes ZMW

gelangt ein sogenanntes SMRTbell-Template, ein zirkulares DNA-Molekul, das
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durch Ligation von Hairpin-Adaptern an doppelstrangige DNA entsteht (Abbildung
5) [57].

Start with high-quality R—— Circularized DNA
double stranded DNA is sequenced in
repeated passes

Prepare SMRThell libraries

The polymerase reads
are trimmed of adapters
1o yield subreads

Consensus and
Anneal primersand £ N B methylation status are
bind DNA polymerase -'i' called from subreads
HiFi read
(99.9% accuracy)

Abbildung 5 Sequenziertechnologie Long-Read-Sequencing PacBio. Quelle: PacBio, Verwendung mit freundli-
cher Genehmigung

Der kleine Reaktionsraum im ZMW ermdglicht eine hochempfindliche Detektion der
Fluoreszenzsignale. Die durchgehende Uberwachung der Einbaugeschwindigkeit
erlaubt daruber hinaus die Identifikation von epigenetischen Modifikationen, da

diese Interpulsdauer und Pulsbreite verandern [42].

Frihere Versionen der SMRT-Technologie arbeiteten mit continuous long reads
(CLR). Dabei wurden Insertgrossen von bis zu 100kb nur wenige Male sequenziert,

was zu relativ hohen Fehlerraten (ca. 85-92 %) fuhrte [42].

Die Einfuhrung der circular consensus sequencing Technologe, die auch als HiFi-
Sequenzierung bezeichnet wird, stellte eine wesentliche Verbesserung dar. Hier
werden durch eine vorangehende Grdssenselektion generierte Fragmente von 15
bis 20kb sequenziert und das bis zu 12-mal nacheinander. Die daraus resultieren-
den Subreads werden rechnerisch zu einer Konsensussequenz zusammengefihrt,

wodurch eine Genauigkeit von bis zu 99.9 % erreicht werden kann [2,42].

Die DNA-Proben fur Long-Read-Sequencing wurden zuerst mit dem «Short Read
Eliminator Kit» von PacBio behandelt. Dies um Fragmente, welche < 10kb sind, zu
entfernen und so hochmolekulare DNA zu erhalten [58]. Anschliessend wurde die
Library Preparation nachfolgenden Protokoll von Pacbio durchgefiihrt: «Preparing
whole genome and metagenome libraries using SMRTbell® prep kit 3.0». Die Library
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Preparation erfolgte automatisiert auf dem Biomek i7 Pipettierroboter. Anschlies-

send wurden die Proben mit dem Revio System sequenziert.

Far die Auswertung der Daten wurde die VarSeq Software (Golden Helix, Version
3.0.0 RC5) verwendet.
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5 Resultate

5.1 Resultate traditionelle Methoden

Die Ubersicht der Rohdaten aller Patient*innen findet sich im Anhang (Tabelle 18).

5.1.1 TP-PCR FMR1

Pat. Nr. Ge- Anzahl Repeats Anzahl Repeats AGG-Unter-
schlecht Allel 1 Allel 2 brechungen
ersichtlich?
C01-XD01 w 12 +/1 90 +/-5 nein
C02-XD02 m > 200 - nein
C03-XD03 m > 200 - nein
C04-XD04 m Mosaik zwischen Pramutation/Vollmutation nein
ca. 186 — > 200 Repeats
C05-XD05 m Mosaik zwischen Pramutation/Vollmutation nein
ca. 186 — > 200 Repeats
C06-XD06 w 31 +/-1 89 +/-5 ja
CQ7-XD07 m > 200 - nein
C08-XD08 m > 200 - nein
C09-XD09 w 32 +/-1 > 200 ja
C10-XD10 m > 200 - nein
C11-XD11 m Mosaik zwischen Pramutation/Vollmutation nein
ca. 165, 195 und > 200 Repeats
C12-XD12 m Mosaik zwischen Pramutation/Vollmutation nein
ca. 92, 135 und > 200 Repeats
C13-XD13 m Mosaik Pramutation 56 — 75 Repeats nein
C14-XR14 m Mosaik Pramutation 57, 77, 92 repeats nein
C15-XR15 w 31 +/-1 > 200 ja
C16-XD16 w 20 +/-1 > 200 ja
C17-XD17 w 23 +/-1 Mosaik Pramutation/Vollmu- | ja
tation 176, > 200 Repeats

Tabelle 4 Resultate TP-PCR FMR1, w: weiblich, m: ménnlich

Insgesamt wurden 11 Proben von mannlichen Patienten und 6 Proben von weibli-

chen Patientinnen analysiert (Tabelle 4).

Von den mannlichen Proben zeigten 5 eine hemizygote Vollmutation des FMR1-

Gens mit > 200 Repeats. 4 Proben zeigten ein Mosaik zwischen Pramutation und

Vollmutation, wobei die Grenzen der unterschiedlichen Mosaiken nicht klar darstell-

bar waren. 2 der Proben zeigten ein Mosaik im Pramutationsbereich, was sich durch

mehrere Peaks im Elektropherogramm zeigte (Abbildung 6).
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Abbildung 6 Elektropherogramm TP-PCR Probe C04-XD04. Mosaik sichtbar durch drei verschiedene Peaks
bei ca. 820bp, 850bp und 980bp, X-Achse: Fragmentgrésse, Y-Achse: Fluoreszenzintensitét

Bei den weiblichen Proben waren bei allen zwei Peaks von unterschiedlichen Lan-
gen erkennbar. 2 der Proben zeigten jeweils ein Allel im Normbereich und ein Allel
im Pramutationsbereich. Bei 3 der Proben fand sich ein Allel im Normbereich und
eines im Vollmutationsbereich > 200 Repeats. Eine Probe zeigte ein Allel im Norm-
bereich und ein Allel im Mosaik Pramutation zu Vollmutation, wobei auch hier die

Grenzen der verschiedenen Mosaike nicht klar ersichtlich waren.

Da die Anzahl und Lokalisation der AGG-Unterbrechungen mit dieser Methode nur
begrenzt abgebildet werden kann, wurde nur angegeben, ob diese vorhanden. Es

folgte kein genauerer Beschrieb Uber deren Lage oder Anzahl.

Bei 5 der untersuchten Proben gab es einen Hinweis auf eine AGG-Unterbre-
chung. Dies zeigte sich durch ein verringertes Fluoreszenzsignal im CGG-Repeat-
Profil, welches als mehrere Stutter-Peaks im Elektropherogramm sichtbar ist (Ab-
bildung 7).
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Abbildung 7 Elektropherogramm TP-PCR Probe C15-XR15. Blau: Hinweis auf AGG-Unterbrechung sichtbar
durch Unterschiede in der Fluoreszenzintensitét, rot: Size Standard ROX 1000, X-Achse: Fragmentgrésse, Y-
Achse: Fluoreszenzintensitét
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5.1.2 TP-PCR C9orf72

Pat. Nr. Anzahl Repeats Anzahl Repeats
Allel 1 Allel 2
C18-CD01 10 Mosaik 45 bis Expansion
C19-CD02 10 > 145
C20-CD03 2 > 145
C21-CR0O4 8 > 145
C22-CR05 2 > 145
C23-CR06 2 > 145
C24-CRO7 5 > 145
C25-CD08 2 12
C26-CD09 2 8
C27-CD10 6 8

Tabelle 5 Resultate TP-PCR C9orf72

Von den insgesamt 10 analysierten Proben wiesen 7 ein Allel im Normbereich und
ein expandiertes Allel auf (Abbildung 8). Bei einer Probe zeigte sich ein Allel im
Normbereich und ein Allel im Mosaikstatus von 45 Repeats bis zur Expansion. 3 der
Proben zeigten zwei Allele im Normbereich (Tabelle 5). Mit dem verwendeten Kit
konnen nur Allele bis 145 Repeats angegeben werden, Allele mit mehr Repeats

werden lediglich als > 145 angegeben [44].
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Abbildung 8 Elektropherogramm TP-PCR Probe C22-CR05. Blau: Normalallel bei ca. 130 bp, expandiertes
Allel durch Repeat-Amplikons sichtbar, orange: Size Standard LIZ600, X-Achse: Fragmentgrésse, Y-Achse:
Fluoreszenzintensitét
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5.1.3 TP-PCR und Fragmentanalyse FXN

Pat. Nr. Anzahl Repeats Anzahl Repeats
Allel 1 Allel 2

C28-FKO01 8 > 66 Normalallele mit Sanger-
sequenzierung Uberpruft

C29-FK02 > 66 > 66

C30-FW03 9 > 66 Normalallele mit Sanger-
sequenzierung Uberpruft

C31-FW04 > 66 > 66

C32-FR05 > 66 > 66

C33-FR06 9 16 Normalallele mit Sanger-
sequenzierung Uberpruft

Tabelle 6 Resultate TP-PCR und Fragmentanalyse FXN

Von den 6 untersuchten Proben zeigen zwei ein Allel im Normbereich und ein ex-

pandiertes Allel, 3 Proben zeigen 2 expandierte Allele (Abbildung 9) und eine Probe

zeigt zwei Normallele mit 9 bzw. 16 Repeats (Tabelle 6).

Die expandierten Allele wurden dabei nur als expandiertes Allel > 66 Repeats an-

gegeben, da mit der konventionellen Methode nur Fragmentgrdossen bis 1000bp

dargestellt werden konnen.
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Abbildung 9 Elektropherogramm TP-PCR Probe C29-FKO02. Blau: zwei expandierte Allele durch Repeat-
Amplikons sichtbar, orange: Size Standard LIZ600, X-Achse: Fragmentgrésse, Y-Achse: Fluoreszenzintensitét
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5.1.4 Fragmentanalyse und Sequenzierung HTT

Pat. Nr. Anzahl Repeats Anzahl Repeats
Allel 1 Allel 2

C34-HDO01 18 41

C35-HK02 18 43

C36-HWO03 19 47

C37-HR04 17 38

C38-HR05 17 20

Tabelle 7 Resultate Fragmentanalyse und Sequenzierung HTT

Von den 5 analysierten Proben zeigten 3 ein Allel im Normbereich und ein Allel im

pathologischen Bereich. 2 Proben zeigten zwei Allele im Normbereich (Tabelle 7).

Da die Fragmentanalyse die Expansionen im untersuchten Gréssenbereich ausrei-

chend darstellen konnte, wurde hier auf die Durchfuhrung einer zusatzlichen TP-

PCR verzichtet. Jedoch wurden die Resultate der Fragmentanalyse mit Sangerse-

quenzierung Uberprift.

5.1.5 TP-PCR und Fragmentanalyse DMPK

Pat. Nr. Anzahl Repeats Anzahl Repeats

Allel 1 Allel 2
C39-D1WO01 11 > 50
C40-D1W02 13 > 50
C41-D1D03 13 > 50
C42-D1R04 20 > 50
C43-D1R05 13 12

Tabelle 8 Resultate TP-PCR und Framentanalyse DMPK

Von den 5 analysierten Proben zeigten 4 ein Allel im Normbereich und ein expan-

diertes Allel. 1 Probe zeigte zwei Allele im Normbereich mit 13 bzw. 12 Repeat (Ta-

belle 8).
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Abbildung 10 Elektropherogramm TP-PCR Probe C39-D1WO01. Blau: Allel 1 im Normbereich bei 245bp, Allel 2

expandiert durch Repeat-Amplikons sichtbar, orange: Size Standard LIZ600, X-Achse: Fragmentgrésse, Y-

Achse: Fluoreszenzintensitét

5.1.6 Resultate RFC1

Fir die Probe C44-CSKO01 lagen keine mittels traditionellen Methoden generierten

Daten vor, sondern lediglich schriftlich dokumentierte Befundwerte. Diese zeigten

ein Allel mit einer Punktmutation im RFC1-Gen und ein Allel mit einer Repeat-Ex-

pansion, wobei die genaue Repeatanzahl nicht dokumentiert wurde.

5.1.7 TP-PCR und Fragmentanalyse SCAs

Im Rahmen der laufenden Etablierung der SCAs wurden SCA1, SCA2, SCAS,
SCAG6 und SCA7 getestet. Es wurde bei allen eine Fragmentanalyse durchgefuhrt,
bei SCA2 und SCA7 wurde zusatzlich noch eine TP-PCR gemacht.

Pat. Nr. Gen Anzahl Repeats | Anzahl Repeats
Allel 1 Allel 2
C45-S1W01 | ATXN1 (SCA1) 31 +/-1 40 +/-3
C46-S1R02 | ATXN1 (SCA1) 31 +/-1 43 +/-3
C47-S1R03 | ATXN1 (SCA1) 29 +/- 1 52 +/- 3
C48-S2W01 | ATXN2 (SCA2) 22 +/- 1 37 +/-3
C49-S3W01 | ATXN3 (SCA3) 24 +/- 1 75 +/-3
C50-S3R02 | ATXN3 (SCA3) 23 +/- 1 70 +/- 3
C51-S5W01 | CACNA1A (SCAB) | 13 +/-1 22 +/-1
C52-S7W01 | ATXN7 (SCAT) 7 +-1 55 +/- 3
C53-S7R02 | ATXN7 (SCAT) 7 +-1 56 +/- 3

Tabelle 9 Resultate TP-PCR und Fragmentanalyse SCAs, ausgewertet nach [569].
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Die Resultate wurden anschliessend nach den «kEMQN Best Practice Guideline for

molecular genetic testing of SCAs» ausgewertet.

Die untersuchten Proben zeigten alle ein Allel im Normbereich und ein Allel im pa-
thologischen Bereich. Mit den durchgefuhrten Analysen konnte keine qualitative
Aussage Uber die Repeats getroffen werden, Unterbrechungen in den Repeats wur-
den nicht detektiert (Tabelle 9).

5.1.8 Fragmentanalyse und Sequenzierung PHOX2B

Pat. Nr. Anzahl Repeats Anzahl Repeats
Allel 1 Allel 2

C54-PD0O1 20 20

C55-PD02 20 27

C56-PD03 20 20

C57-PD04 20 25

Tabelle 10 Resultate Fragmentanalyse und Sequenzierung PHOX2B

2 der Proben zeigten zwei Allele im Normbereich, die weiteren 2 Proben zeigten

jeweils ein Allel im Normbereich und eines im pathologischen Bereich (Tabelle 10).

A A A A
GCAGCAGCAGCGGCGGECGGECCGECGGCAGCG6G6C66C66cHEEENEEEEEEEBEBEGSGCAGCGGCAGE GGG GGCAGGT
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GCAGCAGCAGCGGCGGECGGECCGECGEGCAGCG6G6CG66C 66 cHEIEEEENEEEEEEEECGcCcEGCGEG6CAGEGGCGGCHGCT
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ABCEGCCGGC0066CCECG0CA GiGGCGG:GGWEEEGSuEGuSGurGUGS\_.SSL.SL.T

AR il

PHOX2B / Exon 3 PHOX2B / Exon 3 FHOX2B / Exon 3 PHOX2B / Exon 2 PHOX28 / Exon 2 PHOX28 / Exon 2 PHOX28 / Exon 2

Abbildung 11 Resultat Sequenzierung C57-PD04, Darstellung mit der Seqpilot Software. Durch die Funktion
«Split sequence» kbnnen die beiden unterschiedlich grossen Allele angezeigt werden: in rot erscheinen die
zusétzlichen Basen, die nur bei einem Allel vorkommen.
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5.1.9 MS-MLPA FMR1

Pat. Nr. Geschlecht | Resultate Methylierung

C04-XD04 | m Partielle Hypermethylierung FMR1
C05-XD05 | m Hypermethylierung FMR1

CQ07-XD07 | m Hypermethylierung FMR1

C08-XD08 | m Hypermethylierung FMR1

C09-XD09 | w Normwerte fiir die untersuchten Zielregionen
C10-XD10 | m Hypermethylierung FMR1

C11-XD11 | m Hypermethylierung FMR1

C12-XD12 | m Hypermethylierung FMR1

C13-XD13 | m Normwerte fiir die untersuchten Zielregionen
C14-XR14 | m Normwerte fiir die untersuchten Zielregionen
C15-XR15 | w Normwerte fiir die untersuchten Zielregionen
C16-XD16 | w Normwerte fiir die untersuchten Zielregionen

Tabelle 11 Resultate MS-MLPA FMR1

Von den 12 analysierten Proben zeigten 5 Proben Normwerte fur die untersuchten

Zielregionen, was einem normalen Methylierungsmuster entspricht. 6 Proben zeig-

ten eine Hypermethylierung an FMR1. Eine Probe (C04-XD04) zeigte eine partielle
Methylierung des FMR1 (Tabelle 11).
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Abbildung 12 Resultat MS-MLPA der Probe C05-XD05, Ausschnitt aus der Coffalyser Software, erh6hte Werte
in blau im Sinne einer Hypermethylierung bei den HHal-sensitiven Proben fiir FMR1, X-Achse: Name/Position
der getesteten DNA-Sonden, Y-Achse: relative Signalintensitét der Probe im Vergleich zum durchschnittlichen
Signal normaler Referenzproben.
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5.2 Resultate Long-Read-Sequencing

5.2.1 Ubersicht Resultate

Mit dem Long-Read-Sequencing wurden folgende 17 Proben analysiert:

Pat. Nr. Ge- Gen Anzahl Anzahl Repeats | Anzahl Repeats | Mittlerer Yield Mean read | Median read | Mean
schlecht Reads Allel 1 Allel 2 Methylie- (Gb) length (Kb) quality coverage
Allel 1/Allel rungsgrad (Anzahl
2 Reads)

C01-XDO01 w FMR1 24/10 11 CGG 91 CGG 0.31,0.73 108.4 16.1 37 34.66
C02-XD02 m FMR1 4 447 CGG, 1 AGG 0.74 90 16.4 33 28.72
C04-XD04 m FMR1 11 249 CGG 0.51 101.1 17.9 33 32.3
C05-XD05 m FMR1 9 387 CGG 0.83 102.9 154 35 32.9
C06-XD06 w FMR1 28/22 29 CGG, 2 AGG 90 CGG 0.53, 0.56 114.7 17.2 32 36.69
C07-XD07 m FMR1 8 362 CGG 0.77 121 13.7 37 38.68
C08-XD08 m FMR1 11 269 CGG 0.87 96.8 10.4 38 30.88
C09-XD09 w FMR1 2115 30 CGG, 1 AGG 236 CGG 0.27,0.89 96 9.7 39 30.71
C10-XD10 m FMR1 13 461 CGG 0.82 87.3 12 36 27.9
C17-XD17 w FMR1 24/19 22 CGG, 1 AGG 183 CGG,1AGG | 0.59,0.45 111 14.7 36 35.54
C20-CD03 w CYorfr2 | 717 2 GGCCcCC 2 GGCcce - 77.7 15.3 36 24.84
C28-FK01 w FXN 16/1 8 GAA 720 GAA - 103.6 15 34 33.15
C29-FK02 w FXN 6/7 346 GAA 408 GAA - 94.1 14.4 35 30.09
C34-HD01 m HTT 10/21 18 CAG 42 CAG - 128.5 16.7 34 41.05
C35-HD02 w HTT 12/13 18 CAG 43 CAG - 118.3 15.1 36 37.87
C41-D1D03 | w DMPK | 12/8 13 CTG 261 CTG - 131.9 17.5 34 42.22
C44-CSK01 | w RFC1 17/1 10 AAAAG 437 AAGGG - 108.4 16.1 37 36.67

Tabelle 12 Ubersicht Resultate LRS. w: weiblich, m:

maénnlich. Es wurden nur die Hauptmotive der jeweiligen Erkrankungen beriicksichtigt.
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5.2.2 Uberblick generelle Qualitat der Resultate

Von den insgesamt 17 Proben wurden 10 auf FMR1, 1 auf C9orf72, 2 auf FXN, 2
auf HTT, 1 auf DM1 und eine auf RFC1 untersucht. Die geringste Anzahl Reads pro
Allel innerhalb der jeweiligen Zielregion wurde in der Probe C28-FK01 (FXN) mit 1
detektiert, wahrend die hochste Anzahl in Probe C06-XD06 (FMR1) mit 28 verzeich-
net wurde. Der langste sequenzierte Read wird mit 3240bp angegeben und wurde
bei der Probe C44-CSK01 (RFCT) generiert.

Die geringste durchschnittliche Read-Lange mit 9.7kb wird bei der Probe C09-XD09
detektiert, die hochste bei der Probe C04-XD04 mit 17.9 Kb. Die durchschnittliche
Read-Lange uber alle Proben betragt 14.9 Kb.

Der geringste Yield wurde bei der Probe C20-CDO03 (C9orf72) mit 77.7 Gb beobach-
tet, wohingegen die Probe C34-HDO1 (HTT) mit 128.5 Gb den grdssten Wert auf-
wies. Der durchschnittliche Yield Uber alle 17 Proben betragt 105.4 Gb.

Die hochste durchschnittliche Read-Qualitat zeigt die Probe C09-XD09 mit 39, der
niedrigste Wert mit 32 weist die Probe C06-XD06 auf. Die durchschnittliche Read-
Qualitat betragt 35.4.

Die hochste Coverage wird bei der Probe C41-D1D03 mit 42.22 erreicht, die nied-
rigste mit 24.84 zeigt die Probe C20-CDO03. Die durchschnittliche Coverage betragt
33.8.

Von den 17 untersuchten Proben wurde bei 6 Proben nur ein Allel nachgewiesen,
was mit dem mannlichen Geschlecht der Patienten und dem hemizygoten Charak-

ter der untersuchten Zielregion FMR1 auf dem X-Chromosom ubereinstimmt.
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5.2.3 Waterfall-Plots

Fir jede der Proben wurde zudem mit dem «Tandem repeat genotyping tool»
(TRGT, Version 5.0.0) ein Waterfall-Plot erstellt, um die generierten Reads bildlich
darzustellen [60]. Auf der X-Achse wurde dabei jeweils die Read-Lange angezeigt,
auf der Y-Achse die Anzahl der Reads. Dabei zeigte sich, dass sich die angegebene
Repeatanzahl und die tatsachliche Repeat-Lange zum Teil stark unterscheiden. Zur
Veranschaulichung wurden exemplarisch Plots von drei Proben herangezogen. Die

Plots weiterer Proben finden sich im Anhang (10.3 Waterfall-Plots).
1693bp
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Abbildung 13 Waterfall-Plot C04-XD04

Bei der Probe C04-XD04 (FMR1) wurden von der Software durchschnittlich 249
Repeats extrapoliert, in Abbildung 13 Waterfall-Plot C04-XDO04 ist aber klar zu se-
hen, dass von den 11 angegebenen Reads die meisten kurzer sind und dement-

sprechend auch weniger Repeats aufweisen.

Das von den traditionellen Methoden nachgewiesene Mosaik ist zwar als solches
im Plot ersichtlich, wird aber von der Software nicht ausgegeben.

2888bp

Abbildung 14 Waterfall-Plot C08-XD08

Bei der Probe C08-XD08 (FMR1) wurde mit den traditionellen Methoden lediglich
eine Expansion >200 Repeats nachgewiesen. Im Plot zeigt sich jedoch hier (Abbil-
dung 14), dass von den 11 angegebenen Reads nur einer die volle Expansion von
362 Repeats aufweist. Die weiteren Reads sind kurzer und kénnten auf ein mogli-

ches Mosaik bei diesem Patienten hindeuten.

34



171bp

Abbildung 15 Waterfall-Plot C35-HK02

Bei der Probe C35-HKO02 (HTT) stimmt die Anzahl Reads grdsstenteils mit der An-

zahl der Repeats Uberein. Dennoch zeigen einzelne Reads Lucken oder Abwei-

chungen in der Sequenz (Abbildung 15).

5.2.4 Darstellung allelischer Bias

Pat. Nr. Gen Anz. Reads Abweichung Abweichung
Allel 1/2 in Anz. Reads | in Prozent

C01-XDO01 FMR1 24/10 14 58.33
C06-XD06 FMR1 28/22 6 21.43
C09-XD09 FMR1 2115 6 28.57
C17-XD17 FMR1 24/19 5 20.83
C20-CD03 CYorf72 | 717 0 0.00
C28-FKO01 FXN 16/1 15 93.75
C29-FKO02 FXN 6/7 1 16.67
C34-HDO1 HTT 2110 11 52.38
C35-HD02 HTT 12/13 1 8.33
C41-D1D03 | DMPK | 12/8 4 33.33
C44-CSK01 | RFC1 171 16 94.12

Tabelle 13 Abweichung Anzahl Reads Allel 1 zu Allel 2

Bis auf eine Probe bestanden bei allen eine Diskrepanz zwischen Anzahl Reads
von Allel 1 zu Allel 2. Die grosste Abweichung zeigte sich dabei bei der Probe C44-
CSKO01 (RFC1), bei der die Abweichung 94.12 % betragt (Tabelle 12).

w

5



5.3 Vergleich Resultate beider Methoden

5.3.1 Vergleich Anzahl Repeats

Pat. Nr. Gen Anz. Repeats mit traditio- | Anz. Repeats mit LRS
nellen Methoden
Allel 1 Allel 2 Allel 1 Allel 2
C01-XD01 FMR1 12 90 11 90
C02-XD02 FMR1 >200 447
C04-XD04 FMR1 186- >200 249
C05-XD05 FMR1 186- >200 387
C06-XD06 FMR1 31 89 29 90
C07-XDO07 FMR1 >200 362
C08-XD08 FMR1 >200 269
C09-XD09 FMR1 32 >200 30 236
C10-XD10 FMR1 >200 461
C17-XD17 FMR1 23 176, >200 | 22 183
C20-CD03 C9orf72 2 >145 7 7
C28-FKO01 FXN 8 > 66 8 720
C29-FK02 FXN > 66 > 66 346 408
C34-HDO1 HTT 18 41 18 42
C35-HD02 HTT 18 43 18 43
C41-D1D03 | DMPK 13 > 50 13 261
C44-CSK01 | RFC1 k.A. k.A. 10 437

Tabelle 14 Vergleich Resultate traditioneller PCR-basierter Methoden mit LRS. k. A.: keine Angaben

Die Daten des LRS wurden mit denen der traditionellen Methoden verglichen. Bei
12 der Proben unterscheiden sich die Ergebnisse geringflgig. Bei 3 der Proben
stimmen die Ergebnisse nur teilweise Uberein, bei einer (C20-CD03) besteht eine
eingeschrankte Ubereinstimmung der Resultate. Bei einer Probe (C44-CSK01) wur-

den keine Daten mit den traditionellen Methoden generiert.

5.3.2 Vergleich Methylierung

Pat. Nr. Geschlecht | Resultate Resultate
MS-MLPA Methylierung LRS

(mittlerer Methylie-
rungsgrad)

C04-XD04 | m Partielle Hypermethylierung FMR1 0.51

C05-XD05 | m Hypermethylierung FMR1 0.83

C07-XD07 | m Hypermethylierung FMR1 0.77

C08-XD08 | m Hypermethylierung FMR1 0.87

C09-XD09 | w Normwerte fur die untersuchten Zielregionen | 0.27, 0.89

C10-XD10 | m Hypermethylierung FMR1 0.82

Tabelle 15 Vergleich Methylierungsmuster MS-MLA und LRS, w: weiblich, m: méannlich

Die in Tabelle 15 dargestellten Ergebnisse zeigen eine weitgehende Ubereinstim-
mung zwischen den mittels MS-MLPA erhobenen Resultaten und den durch LRS
bestimmten Methylierungsgraden. In der Probe mit durch MS-MLPA nachgewiese-
ner partieller Hypermethylierung (C04-XD04) von zeigte sich auch in der LRS-
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Analyse entsprechend mittlerer Methylierungsgrad von 0.51. Bei der Probe C09-
XDO09 zeigte sich mittels MS-MLPA ein normales Methylierungsmuster, der mit LRS
nachgewiesene mittlere Methylierungsgrad von 0.89 weist aber auf eine Hyperme-

thylierung eines der beiden Allele hin.
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6 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Leistungsfahigkeit von traditionellen PCR-basier-
ten Methoden mit dem neu zu etablierenden Long-Read-Sequencing von PacBio zu
vergleichen und zu evaluieren, inwiefern LRS sich fur die Diagnostik von ausge-

wahlten Repeat-Expansions-Erkrankungen eignet.

Wie bereits in der Einleitung im Abschnitt 1.1 dieser Arbeit beschrieben, machen
sich wiederholende DNA-Sequenzen Uber 50 % des menschlichen Genoms aus [1],
wobei besonders STRs eine wichtige Rolle bei neurologischen Erkrankungen spie-
len. Die Pathogenitat dieser Repeat-Expansionen ist dabei abhangig von der Wie-
derholungslange, der Sequenz, mit oder ohne Unterbrechungen und der genomi-
schen Lokalisation, was unterschiedliche krankheitsverursachende Mechanismen

auslosen kann [1-3].

Zur Beantwortung der Fragestellungen wurde ein Patient*innenkollektiv mit insge-
samt 57 Patient*innen erstellt, welche auf eine der Repeat-Expansions-Erkrankun-
gen in folgenden Genen getestet wurden: FMR1, C9orf72, FXN, HTT, DMPK,
RFC1, ATXN1 (SCA1), ATXN2 (SCA2), ATXN3 (SCA3), CACNA1A (SCA6), ATXN7
(SCA7) und PHOX2B. Alle Proben wurden zunachst mit traditionellen PCR-basier-
ten Methoden analysiert. Aufgrund eines verlangerten zeitlichen Ablaufs der Etab-
lierung des LRS und der damit verwendeten Software VarSeq konnten lediglich 17
der insgesamt 57 Proben mittels LRS analysiert werden, davon 10 Proben fir
FMR1, je 2 Proben fur FXN und HTT sowie je eine Probe fur C9orf72, DMPK und
RFC1.

Die erste zentrale Fragestellung dieser Arbeit betraf die Zuverlassigkeit von LRS bei
der Identifizierung und Quantifizierung von Repeat-Expansionen im Vergleich zu
den traditionellen PCR-basierten Methoden. Die PCR-basierten Methoden zeigten
erwartungsgemass gute Ergebnisse in der Detektion von kleineren bis mittleren
Repeatlangen. Die Methoden waren im Labor schnell und unkompliziert durchfihr-
bar und die Auswertung fur Allele im Normbereich vergleichsweise einfach. Die ge-
naue Anzahl konnte bei den Normallelen bei den unterschiedlichen Repeat-Expan-
sions-Erkrankungen ohne Schwierigkeiten dargestellt werden. Diese Effizienz er-
klart, weshalb PCR-basierte Methoden bislang als die Standardmethode in der
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Diagnostik von Repeat-Expansions-Erkrankungen gelten und trotz ihrer techni-

schen Limitationen weiterhin eine wichtige Rolle spielen.

Die Einschrankung der PCR-basierten Methoden zeigte sich in der Quantifizierung
von grossen Repeatlangen. Bei Expansionen wie beispielsweise Uber 200 Repeats
(FMR1) bzw. Uber 145 (C90rf72) war eine exakte Bestimmung nicht mdoglich und
die Werte wurden deshalb nur als «mehr als» angegeben. Diese Vorgehensweise
wird auch in den User Manuals der jeweiligen Kits empfohlen [43,44,48,50]. Auch
bei FXN sowie DMPK wurden Expansionen mit «mehr als 66» bzw. «mehr als 50»
angegeben, da eine genaue Quantifizierung ab einer gewissen Repeatlange nur
unzureichend moglich war. Diese Einschrankung sollte aber relativiert werden, da
die Anzahl Repeats gemessen an DNA aus Blut nicht unbedingt die Anzahl Repeats
in fir die Erkrankung relevanten Geweben widerspiegeln [13,18,25,27]. Insofern ist
die Angabe mit der Aussage «mehr als» in diesem Zusammenhang ausreichend

und im klinischen Setting durchaus akzeptiert.

Das LRS ermoglichte grundsatzlich eine prazisere Quantifizierung der Repeatan-
zahl als die traditionellen Methoden. Dies zeigte sich in der genauen numerischen
Angabe der Repeats auch bei grossen Expansionen. Bei FMR1 wurden Vollimutati-
onen mit 236 bis 461 Repeats nachgewiesen, bei FXN-Expansionen von 346, 408
und 720 Repeats, bei DMPK 261 Repeats, bei HTT 42 und 43 Repeats und bei
RFC1 437 AAGGG-Repeats (Tabelle 12).

Der Vergleich der 17 mit beiden Methoden analysierten Proben ergab, wie in Tabelle
14 dargestellt, ein differenziertes Bild. Bei 12 der 17 Proben stimmten die Ergeb-

nisse bis auf geringfugige Abweichungen Uberein.

e Teilweise Ubereinstimmung bei 3 Proben: Bei den auf Proben C04-XD04
(FMRT1), C05-XDO05 (FMR1) und C17-XD17 (FMR1) wurde mit den PCR-ba-
sierten Methoden Mosaike zwischen Pra- und Vollmutationsbereich nachge-
wiesen. Auch mittels LRS liessen sich diese Mosaike grundsatzlich darstel-
len, waren jedoch nicht unmittelbar auf den ersten Blick in der Software er-
kennbar. Erst durch die Erstellung der Waterfall-Plots und der damit einher-

gehenden visuellen Darstellung der Reads wurden die Mosaike erkannt.

« eingeschrankte Ubereinstimmung bei 1 von 17 Proben: Bei Probe C20-
CDO03 (C9orf72) wurden mittels TP-PCR 2 und >145 Repeats
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nachgewiesen. In der initialen Auswertung der LRS-Daten wurden hingegen
bei beiden Allelen jeweils 7 Repeats detektiert. Die Expansion war jedoch in
den LRS-Daten vorhanden, wurde jedoch erst nach der Einbeziehung so-
genannter «failed reads» erkannt. Es handelte sich somit primar um eine
Auswertungsproblematik mit der verwendeten Software-Pipeline und nicht

um eine Detektionsproblematik im eigentlichen Sinne.

« Keine Vergleichsdaten bei 1 von 17 Proben: Fur Probe C44-CSK01 (RFCT)

lagen keine mit traditionellen Methoden generierten Daten vor.

Die geringfugigen Abweichungen zwischen den Methoden bei den 12 Ubereinstim-
menden Proben kénnen aufgrund der unterschiedlichen Techniken erklart werden.
Bei der TP-PCR wird die Repeatanzahl aufgrund der Fragmentgrosse im Elekt-
ropherogramm mittels einer zuvor bestimmten Kalibrierungskurve berechnet, wah-
rend bei LRS die Repeats direkt sequenziert und durch den Algorithmus der VarSeq-
Software gezahlt wurden. Die angegebenen Werte der TP-PCR beinhalten zudem
eine Toleranz, zum Beispiel 90 +/- 5 Repeats, um die Ungenauigkeit der Methode

zu berucksichtigen.

Besonders interessant war die eingeschrankte Ubereinstimmung bei der Probe
C20-CDO03, die auf C9orf72 untersucht wurde. Mit der TP-PCR wurden 2 Repeats
fur ein Allel und > 145 Repeats fur das andere Allel nachgewiesen (Tabelle 5), wah-
rend mit LRS zwei Allele mit je 7 Repeats detektiert wurden (Tabelle 12). Diese Ab-
weichung kann potenziell schwerwiegende Konsequenzen haben, da die Expansion
nicht erkannt wurde. Zudem ergaben sich auch fir das Normallel mit 2 bzw. 7
Repeats zwei unterschiedliche Werte. Welcher dieser Werte den tatsachlichen Zu-
stand abbildet, Iasst sich auf Basis der vorliegenden Daten nicht abschliessend be-
urteilen. Es ist nicht auszuschliessen, dass der mit LRS ermittelte Wert korrekt ist.
Wie in der Einleitung erlautert, ist die genaue Bestimmung der Repeat-Anzahl bei
C9orf72 aufgrund des hohen GC-Gehalts, der grossen moglichen Anzahl der
Repeats und der repetitiven Struktur der flankierenden Sequenzen ohnehin einge-
schrankt [13]. Die Bildung von Sekundarstrukturen kdonnte die Sequenzierung der

Expansion zusatzlich erschwert haben.

Um der Ursache dieser eingeschréankten Ubereinstimmung auf den Grund zu ge-

hen, wurden verschiedene Faktoren untersucht. Die Probe zeigte mit 77.7 Gb den
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geringsten Yield aller untersuchten Proben und erreichte mit 24.84 Reads auch die
niedrigste genomweite Coverage. Die durchschnittliche Read-Lange von 15.3 Kb
lag im Durchschnitt und die Reads-Qualitat von Q36 war sogar uberdurchschnittlich.
Das Alter der DNA-Probe bei der Analyse mit LRS betrug 5 Jahre, was auf mogliche
DNA-Degradation hindeuten und ursachlich fir die Unstimmigkeit der Resultate und
den geringen Yield sein konnte. Wie weiter oben bereits erwahnt, wurden die Roh-
daten anschliessend genauer Uberpruft und sogenannte «failed reads» ebenfalls in
die Software-Pipeline zur Auswertung der Daten implementiert. Diese Reads wie-
sen zu viele Abweichungen zur Referenzsequenz auf und flossen daher normaler-
weise nicht in das Variant Calling ein. Die Untersuchung dieser «failed reads» zeig-
ten die zuvor nicht erkannte Expansion an. Diese strikte Qualitatsfilterung konnte
somit dazu gefuhrt haben, dass diagnostisch relevante, wenn auch qualitativ unzu-
reichende Informationen verworfen wurden und so das eigentliche Resultat ver-
falscht haben. Dies unterstreicht, dass die beobachtete Abweichung primar auf Li-
mitationen der aktuellen Software-Pipeline und nicht auf die LRS-Technologie selbst
zuruckzufuhren ist. Die Sequenzinformation war zwar vorhanden, wurde jedoch

durch die Standardfilterung verworfen.

Fir die Probe C44-CSK01 mit RFC71-Expansion lagen keine mit traditionellen Me-
thoden generierten Daten vor, sondern nur schriftlich dokumentierte Befundwerte.
Dieser Fall zeigt eine der Hauptmotivationen fur die Etablierung von LRS im Labor
auf. Wie in der Einleitung dargelegt, wurde aufgrund der Komplexitat der verschie-
denen Repeat-Motive, bisher davon abgesehen, die CANVAS-Diagnostik mit tradi-
tionellen Methoden zu etablieren. Das normale AAAAG-Motiv sollte klar vom patho-
genen AAGGG-Motiv abgegrenzt werden kénnen, was mit der Fragmentanalyse
nicht mdglich ist. LRS ermdglichte bei dieser Probe die Identifikation der AAGGG-
Motive mit 437 Repeats (Tabelle 12).

Allerdings zeigten sich Limitationen in der aktuellen Auswertung der LRS-Daten. Bei
mehreren Proben wurde die Expansion nur durch eine sehr geringe Anzahl von
Reads abgedeckt. Besonders deutlich zeigte sich dies beispielsweise bei der Probe
C28-FKO01 (FXN), bei der fur das expandierte Allel mit 720 GAA-Repeats lediglich 1
Read vorlag, wahrend das Normalallel durch 16 Reads abgedeckt wurde. Diese
Probe erreichte zwar einen Yield von 103.6 Gb und eine durchschnittliche Read-

Qualitat von Q34, jedoch war die genomweite Coverage mit 33.15 Reads nur
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eingeschrankt aussagekraftig, da sie keine Rickschlisse auf die Verteilung der
Reads an der Zielregion zwischen den beiden Allelen erlaubte. Bei C44-CSKO01
(RFC1) zeigte sich ein vergleichbares Bild mit 17 Reads fur das Normalallel und nur
1 Read fur das expandierte Allel mit 437 AAGGG-Repeats, trotz guter technischer
Parameter (108.4 Gb Yield, Q37 Read-Qualitat, 36.67 genomweite Coverage).

Diese Beobachtungen stellen keine grundsatzlichen Limitation der LRS-Technolo-
gie dar, sondern sind vielmehr auf die Einschrankungen der derzeit verwendeten
Software-Pipeline zurickzuflhren. Die relevanten Sequenzinformationen sind in
den Rohdaten vorhanden, werden jedoch in der Standardauswertung maoglicher-
weise nicht vollstandig erfasst. Eine erweiterte Analyse unter Einbeziehung soge-
nannter «failed reads» kdnnte zu einer verbesserten Darstellung grosser Allele bei-
tragen. Zudem ist nicht auszuschliessen, dass die Qualitat der verwendeten, teil-
weise alteren DNA-Proben die Verteilung der Reads pro Allel zusatzlich beeinflusst
hat. Insgesamt erscheinen die beschriebenen Aspekte daher als Ergebnis eines Zu-
sammenspiels von Auswertungsstrategie und Probenqualitat und weniger als Aus-

druck einer grundsatzlichen methodischen Einschrankung.

Die Waterfall-Plots verdeutlichen zudem, dass die von VarSeq extrapolierte durch-
schnittliche Repeatanzahl teilweise erheblich von den tatsachlich sequenzierten
Repeats abwich. Bei der Probe C04-XD04 (FMR1) wurden beispielsweise durch-
schnittlich 249 Repeats angegeben, obwohl die meisten der 11 Reads deutlich kir-
zer waren (Abbildung 13). Diese Diskrepanz kdonnte mit der in der Einleitung be-
schriebenen somatischen Instabilitat der Repeats zusammenhangen, die zu einem
ausgepragten Mosaikstatus fuhrt. Bei FMR1 wurde bereits beschrieben, dass bei
einer Person verschiedene Zellen unterschiedliche Repeatlangen aufweisen kon-
nen, was zu einer variablen Expression von FMR1 und damit zu unterschiedlichem
Schweregrad der Symptomatik flhrt [8]. Die Software VarSeq in der momentan ver-
wendeten Version scheint diese Variabilitat nicht ideal erfassen zu kénnen und gibt
stattdessen einen Durchschnittswert an, der die tatsachliche Komplexitat der Probe
nicht widerspiegelt. Des Weiteren lasst sich nicht ausschliessen, dass dieser Dis-
krepanz der GC-Gehalt der Repeats zugrunde liegt, welche die Bildung von Sekun-

darstrukturen begunstigt und die Sequenzierung beeintrachtigen konnte.
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Eine mdgliche Einschrankung dieser Arbeit in Bezug auf die erste Fragestellung
ergibt sich aus der Anzahl der mit LRS analysierten Proben. Mit 17 untersuchten
Fallen stellt das Kollektivim Rahmen einer Qualitatskontrolle der Methode fur sel-
tene, durch Repeat-Expansionen verursachte Erkrankungen eine Uberschaubare
Stichprobe dar. Aufgrund der geringen Pravalenz entsprechender Erkrankungen ist

die Verfugbarkeit geeigneter Proben jedoch strukturell eingeschrankt.

Die Auswahl der Proben erfolgte gezielt und umfasste Uberwiegend bereits diag-
nostizierte, positive Falle, um die Nachweisfahigkeit der LRS fur Repeat-Expansio-
nen zu evaluieren. Entsprechend lag der Fokus dieser Arbeit auf der Untersuchung
der Sensitivitat der Methode. Eine systematische Untersuchung der Spezifitat, bei-
spielsweise durch den Einschluss gesunder Proband*innen oder unauffalligen Pro-

ben war nicht Gegenstand dieser Arbeit.

Zusatzlich ist zu berucksichtigen, dass die LRS-Technologie mit einem hohen finan-
ziellen Aufwand verbunden ist. Dieser Umstand stellte eine weitere Rahmenbedin-
gung dar, die sowohl die gezielte Probenwahl als auch die insgesamt analysierbare

Probenzahl im Kontext dieser Arbeit mitbestimmte.

Die zweite Fragestellung befasste sich mit den technischen Grenzen der traditionel-
len Methoden und der Fahigkeit von LRS, diese Liicken zu schliessen. Die traditio-
nellen Methoden zeigten bei allen Erkrankungen ahnliche Einschrankungen, die
sich sowohl auf die quantitative als auch die qualitative Aussage der Analysen be-

zog.

Die Fragmentanalyse ist quantitativ generell auf etwa 1000 bp limitiert, was den
Nachweis von grosseren Repeat-Expansionen erschwert. Diese Limitation wurde
bei allen untersuchten Erkrankungen evident. Bei FMR1 konnten Vollmutationen le-
diglich als ">200 Repeats" angegeben werden, was einer Fragmentgrosse von circa
818 bp entspricht. Von den 17 auf FMR1 untersuchten Proben fielen 5 mannliche
Proben (C02-XD02, C07-XD07, C08-XD08, C10-XD10) sowie 2 weibliche Proben
(C09-XD09, C16-XD16) in diese Kategorie (Tabelle 4). Bei C90rf72 lag die Grenze
bei 145 Repeats, was bei 7 der 10 analysierten Proben (C18-CD01 teilweise, C19-
CD02, C20-CD03, C21-CR04, C22-CR05, C23-CR06, C24-CR07) zu einer einge-
schrankten Quantifizierung fiinrte (Tabelle 5). Ahnliche Limitationen zeigten sich bei
FXN (Grenze bei 66 Repeats, betraf 5 von 6 Proben, Tabelle 6) und DMPK (Grenze
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bei 50 Repeats, betraf 4 von 5 Proben, Tabelle 8). Diese quantitativen Limitationen
sind vor dem Hintergrund der in der Einleitung beschriebenen Genotyp-Phanotyp-
Korrelation zu berucksichtigen. Eine genauere Quantifizierung kann neben der Di-
agnosestellung auch begrenzte Hinweise fur die Prognoseabschatzung und gene-

tische Beratung liefern.

Qualitativ bestand die Haupteinschrankung der traditionellen Methoden darin, dass
keine oder wie im Beispiel von FMR1 nur unzureichende Bestimmungen von Unter-
brechungen oder Sequenzmotiven mdglich war. Bei FMR1 gab es bei 5 Proben
(C06-XD06, C09-XD09, C15-XR15, C16-XD16, C17-XD17) Hinweise auf AGG-Un-
terbrechungen, die sich durch ein verringertes Fluoreszenzsignal im CGG-Repeat-
Profil manifestierten (Abbildung 7). Jedoch konnten weder die genaue Anzahl noch
die Lokalisation dieser Unterbrechungen zweifelsfrei bestimmt werden. Wie in Ab-
schnitt 2.1 dargelegt, sind diese Unterbrechungen jedoch von klinischer Relevanz,
da sie als Schutz gegen eine Expansion wirken. Das Fehlen von AGG-Unterbre-
chungen erhoht das Risiko fur eine Expansion bei Weitergabe, insbesondere tuber
das mitterliche Allel. Die Bestimmung dieser AGG-Unterbrechungen hat vor allem
bei Graubereich-Allelen (45-54 Repeats) eine hohe Bedeutung, da diese auf die

nachste Generation expandieren und einen Phanotyp verursachen kdnnten.

Das LRS konnte gewisse Llcken schliessen. Die exakte Quantifizierung grosser
Expansionen war moéglich, wie die prazisen Werte von bis zu 461 CGG-Repeats bei
FMR1 (C10-XD10), 720 GAA-Repeats bei FXN (C28-FK01) oder 437 AAGGG-
Repeats bei RFC1 (C44-CSKO01) demonstrieren. Dabei ist jedoch anzumerken,
dass diese prazisen Werte mit Vorsicht zu interpretieren sind, wenn sie wie bei C28-

FKO1, wie in Tabelle 12 ersichtlich, nur auf einem einzigen Read basieren.

Ebenfalls konnten qualitative Aussagen in Form der Bestimmung der Sequenzmo-
tive getroffen werden. Bei FMR1 konnten nicht nur die CGG-Repeats quantifiziert,
sondern auch AGG-Unterbrechungen identifiziert werden. Die Probe C06-XD06
zeigte beispielsweise 29 CGG-Repeats mit 2 AGG-Unterbrechungen auf einem Al-
lel, wahrend das andere Allel 90 CGG-Repeats ohne Unterbrechungen aufwies.
Ahnlich prazise konnte bei C17-XD17 ein Allel mit 22 CGG und 1 AGG sowie ein
weiteres mit 183 CGG und 1 AGG charakterisiert werden, wobei hier 24 bzw. 19
Reads vorlagen. Bei RFC1 ermoglichte LRS die eindeutige Identifikation des
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pathogenen AAGGG-Motivs mit 437 Repeats bei C44-CSKO01, was mit traditionellen
Methoden nicht mdglich gewesen ware. Allerdings basierte auch diese Aussage auf

nur einem einzigen Read fur das expandierte Allel, wahrend das Normalallel mit 10
AAAAG-Repeats durch 17 Reads abgedeckt wurde (Tabelle 12).

Ein weiterer Vorteil ergab sich aus der Moglichkeit der Detektion der Methylierung
im selben Ansatz. Der mittlere Methylierungsgrad eines bestimmten Loci konnte di-
rekt aus den LRS-Daten bestimmt werden. Bei den 10 FMR1-Proben stimmten die
Methylierungswerte, wie in Tabelle 15 dargestellt, weitgehend mit den MS-MLPA-
Ergebnissen Uberein. Probe C05-XD05 zeigte beispielsweise einen Methylierungs-
grad von 0.83, was mit der MS-MLPA-diagnostizierten Hypermethylierung korre-
lierte, wahrend C04-XD04 einen Wert von 0.51 aufwies, was der MS-MLPA-Be-
obachtung von 50 % nicht methylierten Allelen entsprach. Bei den weiblichen Pro-
ben konnten unterschiedliche Methylierungsgrade flr die beiden Allele bestimmt
werden. Bei der Probe C09-XD09 zeigte die MS-MLPA Analyse kein Hinweis auf
eine Hypermethylierung, mit LRS konnten jedoch mittlere Methylierungsgrade mit
Werten von 0.27 und 0.89 flr die beiden Allele nachgewiesen werden. Dies deutet
auf eine Hypermethylierung des expandierten Allels hin, welche mit MS-MLPA nicht
erfasst wurde. Dies ist wahrscheinlich auf die technischen Limitationen der Methode
zurlckzufuhren, bei der lediglich die durchschnittliche Methylierung Uber beide Al-

lele, nicht aber die unterschiedliche Methylierung pro Allel ermittelt wird.

Dies ist von besonderer Bedeutung, da bei FXS eine Vollmutation Ublicherweise zu
einer vollstandigen Hypermethylierung des FMR1-Promotors flhrt, was die Inakti-
vierung des Gens zur Folge hat. Die Integration der Methylierungsanalyse im glei-
chen Ansatz wie die Quantifizierung der Repeatanzahl stellt einen erheblichen Effi-
zienzgewinn gegenuber dem bisherigen Vorgehen dar, bei dem neben der TP-PCR

auch noch eine MS-MLPA-Analyse durchgefuhrt werden musste.

Bei LRS zeigte sich, dass die Abdeckung der beiden Allele in einigen Fallen unter-
schiedlich ausfallen kann (Tabelle 13). Bei 10 der 11 Proben mit zwei unterschiedli-
chen Allelen zeigte sich eine Diskrepanz in der Anzahl Reads zwischen Allel 1 und
Allel 2. Die grossten Abweichungen zeigten sich bei C44-CSK01 (RFC1) mit 94.12
% und bei C28-FK01 (FXN) mit 93.75 %, wo fur das expandierte Allel jeweils nur

ein einziger Read vorlag. Solche Unterschiede kdnnen zum einen auf die Bildung
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von Sekundarstrukturen bei Repeat-Expansionen zurlickzufiihren sein, wie bereits
in der Einleitung dieser Arbeit erlautert. Bei FXN beispielsweise kann die GAA-Ex-
pansion abnorme DNA-Strukturen bilden, die die Polymerase blockieren und so die

Amplifikation erschweren.

Gleichzeitig spielen auch technische und analytische Faktoren eine wichtige Rolle.
Eine geringe Sequenziertiefe, die geringe Qualitat der verwendeten DNA-Proben,
insbesondere bei alteren Proben, sowie die derzeitigen Einschrankungen der Aus-
wertung mit der Software-Pipeline ohne Implementation der «failed reads» kénnen
zu diesem allelischen Bias fuhren. Es ist davon auszugehen, dass sich dieser Bias

durch eine optimierte Auswertungsstrategie reduzieren lasst.

Ein weiterer zu berlcksichtigender Aspekt ist der hohe DNA-Bedarf der Methode.
Fir eine zuverlassige Sequenzierung erfordert LRS hochmolekulare DNA in ausrei-
chender Menge. Gemass dem verwendeten Protokoll sind mindestens 3-5 pg hoch-
molekulare DNA erforderlich [61]. Dies kann bei pranatalen Proben und Ringver-
suchsproben eine Herausforderung darstellen, da das Ausgangsmaterial haufig nur
begrenzt verfligbar ist. Fir die Diagnostik an pranatalen Proben besteht die Mog-
lichkeit, DNA aus kultivierten Zellen zu gewinnen, wodurch hdhere mengen an hoch-
molekularer DNA extrahiert werden kdnnen. Dies erfordert zwar zusatzlichen Zeit-
aufwand, ermdglicht aber auch fir pranatale Proben den Einsatz von LRS. Auch im
Rahmen von Ringversuchen ist die verfiigbare DNA-Menge in der Regel begrenzt,
weshalb diese Proben derzeit nur eingeschrankt mit LRS analysiert werden und so
zur externen Qualitatskontrolle beitragen konnen. Durch die allfallige zunehmende
Verbreitung der LRS-Methode in anderen Laboren kénnte jedoch erwartet werden,
dass kinftig mehr Material bereitgestellt wird. Des Weiteren kénnen zur externen
Qualitatssicherung Laborvergleiche durchgefuhrt werden. Insgesamt zeigt dies,
dass der DNA-Bedarf eine praktische Einschrankung darstellt, die sich durch eine
angepasste Probenaufbereitung und zukinftige Entwicklungen jedoch handhaben

|asst.

Eine Einschrankung dieser Arbeit in Bezug auf die zweite Fragestellung ergibt sich
daraus, dass flr einige seltene Erkrankungen nur sehr wenige oder gar keine Pro-
ben mit LRS analysiert werden konnten. So stand fir RFC1 lediglich eine Probe zur

Verfugung, wodurch Aussagen zu dieser Erkrankung auf der Grundlager der
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vorliegenden Daten nur eingeschrankt moglich sind. Fur die SCAs konnten trotz
vorhandener Proben mit traditionellen Methoden keine Analysen mit LRS durchge-
fuhrt werden. Dies betrifft insbesondere die Sequenzmotive der verschiedenen Sub-
typen, deren Untersuchung fur die klinische Interpretation, etwa bei SCA1 im Zu-
sammenhang mit CAT-Unterbrechungen und milderem Phanotyp, potenziell rele-
vant ware. Aufgrund der Seltenheit dieser Erkrankungen lassen sich jedoch nicht
dieselben Anforderungen an die Probenverfugbarkeit stellen wie fur haufigere
Krankheiten. Die vorliegenden Ergebnisse liefern dennoch Hinweise zur Anwend-
barkeit von LRS flr die untersuchte Fragestellung und erméglichen eine erste Ein-
schatzung, auch wenn flr bestimmte Erkrankungen nur eingeschrankte Daten vor-

liegen.

Die dritte Fragestellung widmete sich dem Nachweis von Mosaiken, einer Eigen-
schaft, die wie in Abschnitt 1.3 dargelegt, aus der Instabilitat der Repeats wahrend

der DNA-Replikation und Meiose resultiert.

Mit den PCR-basierten Methoden waren Mosaike gut ersichtlich. Bei FMR1 zeigten
6 mannliche Proben Mosaike, die als multiple Peaks im Elektropherogramm zu se-
hen waren. Diese Mosaike umfassten sowohl Mosaike zwischen Pramutation und
Vollmutation als auch solche innerhalb des Pramutationsbereichs. Wie in Abbildung
6 dargestellt, zeigte Probe C04-XDO04 drei verschiedene Peaks bei circa 820, 850
und 980 Basenpaaren, was auf mindestens drei verschiedene Zellpopulationen mit
unterschiedlichen Repeat-Langen hindeutet. Bei Probe C11-XD11 wurde ein kom-
plexeres Mosaik mit circa 165, 195 und >200 Repeats detektiert. Eine quantitative
Aussage Uber die relative Haufigkeit der verschiedenen Zellpopulationen war mit
den traditionellen Methoden jedoch nicht mdglich, da die Peak-Hohen im Elekt-
ropherogramm nicht direkt die Mengenverhaltnisse wiedergeben. Dies kann einer-
seits an der praferenziellen Amplifikation der kiirzeren Fragmente wahrend der PCR
liegen, was dazu fihrt, dass kleinere Allele Uberreprasentiert sein kdnnten. Eben-
falls kbnnen auch hier Sekundarstrukturen die Effizienz der PCR beeinflussen.

Die Analyse mit LRS ergab ein komplexeres Bild, das jedoch primar auf die Limita-
tionen der verwendeten Software-Pipeline zurlickzuflhren ist. In der in VarSeq er-
stellten Ubersichtstabelle wurden Mosaike nicht direkt als solche erkannt und aus-

gegeben. Es wurde jeweils nur ein durchschnittlicher Wert angegeben, der die
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unterschiedlichen Read-Langen eines Mosaiks nicht widerspiegelte und es erfolgte
kein automatischer Hinweis auf ein mogliches Mosaik. Erst durch die Generierung
und Betrachtung der Waterfall-Plots wurde deutlich, dass die verschiedenen
Repeatlangen in den Rohdaten vorhanden waren, jedoch durch die aktuelle Soft-
ware-Pipeline nicht automatisch angezeigt wurden. Diese Beobachtung stellt somit
kein grundsatzliches Problem der LRS-Methode selbst dar, sondern ist auf die mo-

mentanen Grenzen der Software-Pipeline zurickzufuhren.

Zudem erfolgte auch kein automatischer Hinweis auf das Vorliegen eines Mosaiks.
Erst nach der genaueren Betrachtung der Waterfall-Plots wurde ersichtlich, dass die
verschiedenen Repeatlangen durchaus in den Rohdaten vorhanden waren, aber

von der Software nicht automatisch korrekt interpretiert wurden.

Beispielsweise zeigte Probe C04-XD04 (FMR1) einen durchschnittlichen Wert von
249 Repeats in der Tabellenansicht, wahrend die 11 einzelnen Reads im Waterfall-
Plot deutlich unterschiedliche Langen aufwiesen und damit das mit TP-PCR nach-
gewiesene Mosaik zwischen Pramutation und Vollmutation reprasentierten (Abbil-
dung 13). Noch interessanter war der Fall von Probe C08-XD08 (FMR1), die mit
traditionellen Methoden lediglich als Expansion >200 Repeats klassifiziert worden
war, ohne Hinweis auf ein Mosaik. Der Waterfall-Plot (Abbildung 14) des LRS zeigte
jedoch, dass von 11 Reads nur einer die volle Expansion von 362 Repeats aufwies,
wahrend die Ubrigen Reads kirzer waren. Dies deutet auf ein zuvor nicht erkanntes
Mosaik hin, was zeigt, dass LRS sensitiver fur die Detektion von Mosaiken sein

konnte als die traditionellen Methoden, wenn die Daten korrekt ausgewertet wirden.

Die geringe Anzahl der Reads bei den Proben mit Mosaiken war problematisch fur
die Quantifizierung der Mosaikanteile. Mit nur 9 bis 11 Reads pro Probe ist eine
Aussage Uber die Haufigkeitsverteilung verschiedener Allele praktisch nicht mdg-
lich. FUr einen verlasslichen Nachweis und eine allfallige Quantifizierung von Mosa-
iken ware eine deutlich hdhere Sequenziertiefe nétig. Dies steht im Kontrast zu den
genomweiten Coverage-Werten von 30 bis 33 Reads, die auf den ersten Blick aus-

reichend erscheinen, nicht aber die Heterogenitat der lokalen Coverage abbilden.

Zusatzlich zeigten sich in den meisten Reads einige Sequenzabweichungen, die die
Interpretation ebenfalls erschwerten. Diese Abweichungen kénnten echte biologi-

sche Varianten, Sequenzierfehler oder Artefakte der bioinformatischen Pipeline
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sein. Im Waterfall-Plot von C35-HKO02 (HTT) beispielsweise, einer Probe ohne Mo-
saikstatus, waren solche Lucken oder Abweichungen in einzelnen Reads sichtbar,
obwohl die Probe mit 12 bzw. 13 Reads fur die beiden Allele und guten technischen
Parametern (118.3 Gb Yield, Q36 Read-Qualitat, 37.87 genomweite Coverage) ei-

gentlich gut charakterisiert sein sollte.

Somit ist festzuhalten, dass die Detektion von Mosaiken mit der aktuellen LRS-Im-
plementierung fur diagnostische Fragestellungen nur eingeschrankt darstellbar ist.
Dies liegt einerseits an der Software-Pipeline, die fur diese Fragestellung angepasst
werden musste, andererseits auch an der Coverage der gewunschten Regionen.
Wahrend die genomweite Coverage im Durchschnitt bei 33.8 Reads lag, war die
lokale Coverage an den Zielregionen oft deutlich niedriger, teilweise mit nur einem
einzigen Read fur expandierte Allele. Es zeigt sich, dass Mosaike mit PCR-basierten
Methoden trotz limitierter Quantifizierung aufgrund ihrer charakteristischen Erschei-
nung als multiple Peaks im Elektropherogramm besser erkannt werden konnen,
wahrend bei LRS die Information Uber Mosaike zwar in den Rohdaten vorhanden
ist, diese aber nicht automatisch detektiert werden und manuell in den Waterfall-
Plots kontrolliert werden mussen. Mit einer angepassten bioinformatischen Pipeline,
die speziell fur die Detektion von Mosaiken optimiert ist, sollte LRS deutliche Ver-
besserungen zeigen kdnne. Die momentane Pipeline stellt im Alltag einen Nachteil
dar, da die manuelle Uberpriifung zeitaufwandig ist und die Gefahr besteht, dass
Mosaike Ubersehen werden, wenn man sich nur auf die tabellarische Ausgabe der

Software verlasst.

Eine Limitation dieser Arbeit in Bezug auf die dritte Fragestellung ist, dass nur
FMR1-Proben systematisch auf Mosaike untersucht wurden und keine Daten zu
Mosaiken bei anderen Repeat-Expansions-Erkrankungen vorliegen. Gerade bei
DMPK sind Mosaike jedoch haufig und klinisch sehr relevant, da sie wesentlich zur
phanotypischen Variabilitat beitragen. Vor diesem Hintergrund ware es sinnvoll, wei-
tere Proben gezielt auf das Vorhandensein von Mosaiken zu analysieren.

Die letzte Fragestellung befasste sich mit dem diagnostischen Mehrwert von LRS
im Vergleich zu den traditionellen Methoden bei den verschiedenen Repeat-Expan-
sions-Erkrankungen. Dieser erweist sich als deutlich erkrankungsspezifisch und

kann nicht generell fur alle untersuchten Erkrankungen festgehalten werden.
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Bei FMR1-bedingten Erkrankungen bietet LRS in der Theorie mehrere Vorteile
durch die genaue Quantifizierung von Vollmutationen Gber 200 Repeats hinaus, den
Nachweis von AGG-Unterbrechungen und die simultane Bestimmung des Methyl-
ierungsstatus in einem Ansatz. In der praktischen Anwendung zeigten sich jedoch
Einschrankungen durch die nicht ausreichende Detektion von Mosaiken mittels der
verwendeten Software und die geringe lokale Sequenziertiefe. Bei den 10 analy-
sierten Proben lag die Anzahl der Reads bei Vollmutationen oft nur bei 4 bis 11
Reads. Die etablierte Kombination aus TP-PCR und MS-MLPA liefert momentan

zuverlassigere Ergebnisse flur die Standarddiagnostik.

FUr C9orf72 ist es schwierig eine fundierte Aussage Uber den diagnostischen Mehr-
wert zu treffen, da im Rahmen dieser Arbeit lediglich eine Probe mit LRS untersucht
wurde. Diese Probe (C20-CDO03) zeigte Abweichung zu den Ergebnissen der TP-
PCR, wobei eine eindeutig nachgewiesene Expansion mit > 145 Repeats mit LRS
zunachst nicht bestatigt werden konnte. Ob diese Abweichung auf das verwendete
Probenmaterial oder auf Eigenschaften der Zielregion zurtckzufuhren ist, lIasst sich
anhand der vorliegenden Daten nicht abschliessend beurteilen. Dabei sollte bertck-
sichtigt werden, dass besonders lange Repeat-Expansionen teilweise nicht korrekt
gemappt werden und in den sogenannten «failed reads» landen kénnen, wodurch
sie trotz ihrer Anwesenheit nicht direkt erfasst werden. Fur eine verlasslichere Ein-
schatzung des diagnostischen Mehrwerts ware die Analyse zusatzlicher Proben mit-
tels LRS erforderlich.

Bei FXN ermdglichte LRS zwar grundsatzlich eine prazise Quantifizierung der GAA-
Repeats, die fur Prognose und Krankheitsverlauf klinisch relevant ist, jedoch war
die niedrige Read-Anzahl fur die expandierten Allele problematisch. Die diagnosti-
sche Sicherheit der Ergebnisse ist dadurch eingeschrankt, da Sequenzierartefakte

nicht ausgeschlossen werden kdnnen.

Bei HTT zeigten beide mit LRS analysierten Proben gute Ubereinstimmung mit tra-
ditionellen Methoden. Der diagnostische Mehrwert liegt vor allem in der Mdglichkeit,
CAA-Unterbrechungen zu identifizieren, deren Verlust mit fruherem Manifestations-
alter assoziiert ist. Da die traditionellen Methoden fir HTT jedoch bereits gut etab-
liert sind und ausreichende Ergebnisse liefern, beschrankt sich der Mehrwert von

LRS auf spezielle Fragestellungen zur Charakterisierung von Unterbrechungen.
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Auch bei DM1 konnte LRS die Repeatlangen korrekt erfassen und bietet durch die
Detektion von Unterbrechungen potenziell zusatzliche prognostische Informationen.
Allerdings ist die Anzahl analysierter Proben begrenzt und die bei DM1 auftretenden
Mosaike mit der derzeitigen LRS-Implementation nur eingeschrankt detektierbar,
sodass auf dieser Grundlage keine abschliessenden Aussagen getroffen werden

kdnnen.

Einen klaren klinischen Nutzen zeigte LRS bei der RFC1-assoziierten CANVAS-Er-
krankung, da hier eine eindeutige Unterscheidung der verschiedenen Repeat-Mo-
tive moglich ist. Wahrend konventionelle Methoden keine sichere Differenzierung
zwischen benignen und pathogenen Motiven erlauben, ermdglicht LRS die direkte
Sequenzierung des Repeat-Motivs und damit eine verlassliche molekulargeneti-
sche Diagnosestellung. Trotz der problematischen Read-Verteilung (17 Reads fir
das Normalallel, nur 1 Read flr das expandierte Allel) ist LRS eine praktikable Me-

thode zur Differenzierung von Sequenzmotiven bei CANVAS.

Fir die SCAs konnte der diagnostische Mehrwert von LRS nicht bewertet werden,
da trotz vorhandener Proben keine LRS-Analysen durchgeflihrt werden konnten.
Die Proben wiesen fur eine verlassliche Analyse mit LRS nicht die erforderliche
Qualitat auf. Dies ist eine relevante Licke dar, da gerade bei SCAs die Sequenz-
motiv-Analyse von hoher Relevanz ist, beispielsweise bei SCA1, wo CAT-Unterbre-

chungen mit einem milderen Phanotyp assoziiert sind.

Bei PHOX2B wurden ebenfalls keine Proben mit LRS analysiert. Die vier mit tradi-
tionellen Methoden untersuchten Proben zeigten jedoch, dass die etablierten Me-
thoden fur diese Erkrankung ausreichend sind (Tabelle 10). Bei CCHS sind die
Repeat-Langen im pathologischen Bereich mit 20-33 Repeats vergleichsweise kurz,
sodass die in der Einleitung beschriebenen Limitationen der PCR-basierten Metho-
den bei sehr langen Expansionen hier nicht zum Tragen kommen. Die Kombination
aus Fragmentanalyse und Sangersequenzierung liefert prazise, diagnostisch ver-
wertbare Ergebnisse innerhalb kurzer Zeit. Dies ist von besonderer klinischer Be-
deutung, da CCHS haufig bei Neugeborenen mit akuter Atemnot diagnostiziert wer-
den muss und eine zeitnahe Diagnosestellung flir das klinische Management es-
senziell ist. Die traditionellen Methoden konnen innerhalb von ein bis zwei Arbeits-

tagen abgeschlossen werden, wahrend LRS mit Library-Preparation, mehrtagiger
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Sequenzierung und bioinformatischer Auswertung deutlich langer dauert. Ein diag-
nostischer Mehrwert von LRS ist bei PHOX2B daher nicht erkennbar.

7 Fazit

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Leistungsfahigkeit von Long-Read-Sequen-
cing im Vergleich zu traditionellen PCR-basierten Methoden fir die Diagnostik von
ausgewahlten Repeat-Expansions-Erkrankungen. Die Ergebnisse zeigen, dass

beide Methoden ihre spezifischen Vor- und Nachteile aufweisen.

Die Starken von LRS liegen in der Fahigkeit grosse Repeat-Expansionen genau zu
quantifizieren, Sequenzmotive und Unterbrechungen darzustellen sowie den Me-
thylierungsstatus an entsprechenden Zielregionen gleichzeitig zu detektieren. Diese
Eigenschaften machen LRS besonders interessant fur Erkrankungen wie CANVAS,
wo die Unterscheidung verschiedener Sequenzmotive fir die Diagnose essenziell
sind oder fur den Nachweis von Unterbrechungen bei FMR1, HTT oder DMPK, die

eine prognostische Relevanz haben.

Allerdings zeigten sich auch Einschrankungen, die jedoch primar auf die derzeit ver-
wendete Software-Pipeline und nicht auf die LRS-Technologie selbst zurtickzufih-
ren sind. Der beobachtete allelische Bias, bei dem expandierte Allele unterrepra-
sentiert waren und teilweise nur durch einen einzigen Read abgedeckt wurden,
konnte teilweise durch die Bildung von Sekundarstrukturen bei GC-reichen Repeats
bedingt sein, scheint aber auch durch die Einschrankungen der aktuellen Auswer-
tungsstrategie beeinflusst zu werden. Die nicht ausreichende automatische Detek-
tion von Mosaiken stellt keine grundsatzliche Limitation der Sequenziertechnologie
dar, sondern reflektiert die Grenzen der verwendeten bioinformatischen Pipeline,
die fur diese spezifische Fragestellung nicht optimiert ist. Die Information Uber Mo-
saike ist in den Rohdaten vorhanden, wird jedoch von der Software nicht automa-
tisch erkannt und ausgegeben. Der Bedarf an DNA von hoher Qualitadt und Menge
kann bei bestimmten Probentypen eine Herausforderung darstellen, wobei durch
angepasste Aufbereitungsstrategien wie Zellkultur bei pranatalen Proben mogliche

Ldsungsansatze existieren.

Die traditionellen PCR-basierten Methoden bleiben aufgrund ihrer Robustheit,
schnellen Durchfuhrbarkeit und ihrer zuverlassigen Detektion von Mosaiken die
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Methode der Wahl fur die Routinediagnostik der meisten Repeat-Expansions-Er-
krankungen mit klarem klinischen Verdacht. Sie liefern flr die Mehrheit der diagnos-
tischen Fragestellungen ausreichende Ergebnisse, auch wenn sie bei grossen Ex-

pansionen auf Angaben mit «grdsser als» beschrankt sind.

LRS eignet sich fur die parallele Analyse einer Vielzahl von Repeat-Expansions-
Erkrankungen und als komplementare Methode, die gezielt bei spezifischen Situa-
tionen eingesetzt werden konnte. Fur eine breitere Anwendung in der Routinediag-
nostik missten Voraussetzungen wie eine Verbesserung der lokalen Coverage, Op-
timierung der bioinformatischen Pipeline fir die automatische Detektion von Mosa-
iken und eine verbesserte Auswertungsstrategie zur Reduktion des allelischen Bias
erfillt werden. Die in dieser Arbeit identifizierten Einschrankungen scheinen Uber-
wiegend auf Aspekte der Datenauswertung zurtickzufihren zu sein, was einen viel-

versprechenden Ansatzpunkt flr zukinftige Optimierungen bieten kénnte.

8 Ausblick

Eine Weiterentwicklung fiir die Uberwindung der in dieser Arbeit aufgezeigten Limi-
tationen ist das PureTarget Kit von PacBio, welches spezifisch fur Repeat-Expansi-
ons-Erkrankungen entwickelt wurde. Die im Kit verwendete Methode basiert auf ei-
ner Anreicherung der Zielregionen mit CRISPRCas9. Dabei werden die Cas9-En-
zyme von spezifischen «single guided RNAs» zu den flankierenden Sequenzen der
Zielregionen gebracht, wo sie die DNA an spezifischen Stellen schneiden und so
Fragmente entstehen, welche die Zielregionen einschliessen. Danach werden an
die Fragmente ebenfalls SMRTbell-Adapter ligiert und diese mit der SMRT-Techno-
logie sequenziert [62]. Ein grosser Vorteil dieser Methode ist die PCR-freie Anrei-
cherung der Zielregionen, womit auch grossere Repeatlangen erfasst werden kon-
nen. Im Vergleich zu den in dieser Arbeit beobachteten 1 bis 28 Reads pro Allel
kann mit dieser Methode eine hdhere Sequenziertiefe von bis 400x erreicht werden
[63], was relevant fur die zuverlassige Detektion von Mosaiken ist. Allerdingt erfasst
das Kit nicht alle derzeit bekannten Repeat-Expansions-Erkrankungen, sodass ein

breites Screening damit nicht méglich ist.

Parallel zur Anpassung der Sequenziertechnologie ist auch die Weiterentwicklung
der bioinformatischen Auswertung von zentraler Bedeutung. Die in dieser Arbeit be-
obachteten Einschrankungen bei der automatischen Detektion von Mosaiken, der
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Behandlung von «failed reads» und der Darstellung des allelischen Bias sind primar
auf die derzeitigen Limitationen der Software-Pipeline zurickzuflhren. Eine flr
Repeat-Expansionen optimierte Auswertungsstrategie, die beispielsweise spezifi-
sche Filter fur GC-reiche Regionen, verbesserte Algorithmen zur Mosaik-Detektion
und eine flexiblere Handhabung von Sequenzvariationen integriert, kdnnte die diag-

nostische Aussagekraft erheblich verbessern.

Fir eine umfassende Bewertung des diagnostischen Potenzials von LRS waren er-
ganzende Untersuchungen mit einer grosseren, jedoch realistisch umsetzbaren An-
zahl an Proben wiinschenswert. Aufgrund der Seltenheit vieler der untersuchten Er-
krankungen sowie des hohen Kosten- und Ressourcenaufwands der Methode ist
die Analyse grdsserer Probenzahlen jedoch nur eingeschrankt moglich. Kinftige Ar-
beiten kdnnten sich daher darauf konzentrieren, eine begrenzte, aber aussagekraf-
tige Anzahl Proben pro Erkrankung zu untersuchen, um Sensitivitat und Spezifitat
unter Einbezug von negativen Kontrollen sowie Proben mit grenzwertigen Ergeb-
nissen besser abschatzen zu koénnen. Eine fokussierte Analyse ausgewahlter
SCAs, insbesondere im Hinblick auf die Charakterisierung von Repeat-Unterbre-
chungen konnte zusatzliche Erkenntnisse liefern. Darlber hinaus ware eine schritt-
weise Einbeziehung einzelner weiterer Repeat-Expansions-Erkrankungen, die in
dieser Arbeit nicht berucksichtigt wurden, denkbar. Erganzend konnten externe Re-
ferenzmaterialien, Ringversuchsproben und langerfristige Untersuchungen zur wei-

teren Einordnung des potenziellen prognostischen Nutzens beitragen.

Die Kombination aus technologischer Weiterentwicklung, verbesserter bioinformati-
scher Auswertung und maoglichen gezielten Folgeuntersuchungen wird den Einsatz
von LRS in der Routinediagnostik von Repeat-Expansions-Erkrankungen weiter op-

timieren.
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10 Anhang

10.1Verwendung von Kl-gestiutzten Tools
Zur sprachlichen Optimierung des Textes wurden folgende Tools verwendet:
- Claude Sonnet 4.5
Anthropic
Datum der Generierung der Inhalte: 01.07.2025 bis 30.12.2025

https://claude.ai

- ChatGPT Version GPT 5.2
OpenAl
Datum der Generierung der Inhalte: 01.07.2025 bis 30.12.2025

https://chatgpt.com

Zusatzlich wurde Notebook LM flr die Zusammenfassung von relevanten Quellen
als Hilfe gebraucht. DeepL wurde fiir die Ubersetzung und Riickiibersetzung von

Texten in Englisch auf Deutsch verwendet.
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10.2 Ubersicht Primer und PCR-Programme

Gen Analyse Primer (5°-3’) Programm
FXN GAA-194F GGCTTAAACTTCCCACACGTGTT (5'FAM)
FA 30x (94°C 30s, 60°C 30s, 72°C 30s), 72°C 10min
GAA-629R AGGACCATCATGGCCACACTT
P1 GCTGGGATTACAGGCGCGCGA
TP PCR i TACGCATCCOAGTTTGAGACG 95°C 10min, 40x (95°C 30s, 60°C 30s, 72°C 30s), 72°C 7min
P4 TACGCATCCCAGTTTGAGACG-
GAAGAAGAAGAAGAAGAAGAA (5FAM)
Seq GAA-194F GGCTTAAACTTCCCACACGTGTT 94°C 5min, 35x (94°C 45s, 56°C 45s, 72°C 45s), 72°C 5min,
GAA-629R AGGACCATCATGGCCACACTT 4°C Pause
HTT HTT E1 F FAM CCAGAGCCCCATTCATTG (FAM)
FA HTTE1R CGGTGGCGGCTGTTG 94°C 90s, 40x (94°C 1min, 60°C 1min, 72°C 2 min), 10°C
HTT Seq E1F CCAGAGCCCCATTCATTG Pause
Seq HTT Seq E1R CTGGGTCACTCTGTCTCTG
DM1 FAund Seq | DM 3F cttcccaggcectgcagtttgcccate 94°C 3min, 8x TD -1°C pro Zyklus (95° 20s, 62-55°C, 68°C
1min), 30x (95° 20s, 55°C 1min, 68°C 1min), 68°C 10min,
DM 3R gaacggggctcgaagggtecttgtage 10°C Pause
PHOX2B PHOX2B_polyA_pubF1 CCAGGTCCCAATCCCAAC
FA PHOX2B_polyA_pubR1 GAGCCCAGCCTTGTCCAG
PHOX2BPolyASEQPuUbF1 CCAGGTCCCAATCCCAAC 95° 10min, 2x (98° 40s, 64° 40s, 72° 45s), 5x (98° 40s, 62°
PHOX2BPolyASEQPuUbR1 GAGCCCAGCCTTGTCCAG 40s, 72° 45s) 8x (98° 40s, 60° 40s, 72° 45s), 30x (98° 40s,
Seq 58° 40s, 72° 45s), 72° 10min, 10° Pause
PHOX2BE3PolyASEQF AGCGACGACAATAGCCTTGG
PHOX2BE3PolyASEQR CAAGAGCACTGACCCGGAC

Tabelle 16 Ubersicht Primer und PCR-Programme fiir FXN,

HTT, DM1, PHOX2B. FA: Fragmentanalyse, Seq: Sequenzierung
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Gen Analyse Primer PCR-Programm
ATXN1 (SCA1) FA SCA1 F FAM CAACATGGGCAGTCTGAG o
SCA1R AACTGGAAATGTGGACGTA
ATXN2 (SCA2) FA SCA2 FAM GGGCCCCTCACCATGTCG a
SCA2 R CGGGCTTGCGGACATTGG
TP-PCR SCA2TPF GGGCCCCTCACCATGTCG B
SCA2 7TPR TACGCATCCCAGTTTGAGACGCTGCTGCTGCTGCTG
ATXN3 (SCA3) FA SCA3 F FAM CCAGTGACTACTTTGATTCG a
SCA3 R TGGCCTTTCACATGGATGTGA
CACNA1A (SCA6) FA SCA6 F FAM CACGTGTCCTATTCCCCTGTGATCC B
SCA6 R TGGGTACCTCCGAGGGCCGCT
ATXN7 (SCAT7) FA SCA7 F FAM TGTTACATTGTAGGAGCGGAA B
SCA7R CACGACTGTCCCAGCATCACTT
TP-PCR SCATTPF GCGGTCCCAAAAGGGTCAGTTGTTACATTGTAGGAGCGGAA B
SCA2 7TPR TACGCATCCCAGTTTGAGACGCTGCTGCTGCTGCTG

Tabelle 17 Ubersicht Primer und PCR Programme SCAS. FA: Fragmentanalyse. a: 94°C 5min, 35 Zyklen (94°C 45s, 56°C 45s, 72°C 45s), 72°C 5min, 4°C Pause, 8: 94°C 3min,
8x TD -1°C pro Zyklus (95° 20s, 62-55°C, 68°C 1min), 30x (95° 20s, 55°C 1min, 68°C 1min), 68°C 10min, 10°C Pause
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10.3 Waterfall-Plots

298bp
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Abbildung 16 Waterfall-Plot CO1-XD01 (FMR1)

1491bp

i
s I S

Bcec MAGG

Abbildung 17 Waterfall-Plot C02-XD02 (FMR1)

2168bp

-

‘
I I | SR I AR

e e e | e e 1 B e | I B
Hcce MAGG

Abbildung 18 Waterfall-Plot C05-XD05 (FMR1)



300bp
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Abbildung 19 Waterfall-Plot C06-XD06 (FMR1)
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Abbildung 20 Waterfall-Plot CO7-XD07 (FMR1)
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Abbildung 21 Waterfall-Plot C09-XD09 (FMR1)
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Abbildung 22 Waterfall-Plot C10-XD10 (FMR1)
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961bp

Abbildung 23 Waterfall-Plot C17-XD17 (FMR1)
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Abbildung 24 Waterfall-Plot C20-CDO03 (C90rf72)
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Abbildung 25 Waterfall-Plot C28-FK01 (FXN)
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Abbildung 26 Waterfall-Plot C29-FK02 (FXN)
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Abbildung 27 Waterfall-Plot C34-HDO1 (HTT)
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Abbildung 28 Waterfall-Plot C41-D1D03 (DMPK)
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Abbildung 29 Waterfall-Plot C44-CSK01 (RFC1)
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10.4 Ubersicht Rohdaten

Pat. Nr. Geschlecht Gen bp Allel 1 bp Allel 2
1 C01-XD01 w FMR1 264.7 493.82 + Expansion Stutter
2 C02-XD02 m FMR1 Zwei Peaks sichtbar bei 935.84 und 971.29 + Expansion Stutter
3 C03-XD03 m FMR1 Zwei Peaks sichtbar bei 929.2 und 961.6 + Expansion Stutter
4 C04-XD04 m FMR1 Drei Peaks sichtbar bei 820, 856,7 und 980 + Expansion Stutter
5 C05-XD05 m FMR1 Zwei Peaks sichtbar bei 772.53 und 984.24 + Expansion Stutter
6 C06-XD06 w FMR1 322.76 498.55 + Expansion Stutter
7 C07-XD07 m FMR1 Zwei Peaks sichtbar bei 649.73 987.79 + Expansion Stutter
8 C08-XD08 m FMR1 2900 + Expansion Stutter
9 C09-XD09 w FMR1 324.96 832.13 + Expansion Stutter
10 C10-XD10 m FMR1 2900 + Expansion Stutter
11 C11-XD11 m FMR1 Vier Peaks bei 715.15, 805.99, 998.05 und 1127 + Expansion Stutter
12 C12-XD12 m FMR1 Rohdaten nicht aufgefunden, mit den Daten aus dem LIS gearbeitet
13 | C13-XD13 m FMR1 Zwei Peaks bei 395.22 und 449.09
14 | C14-XR14 m FMR1 Zwei Peaks bei 504.23 und 507.22
15 C15-XR15 w FMR1 325.98 ca. 950 + Expansion Stutter
16 C16-XD16 w FMR1 288.22 1063.48 + Expansion Stutter
17 | C17-XD17 w FMR1 301.03 745.87
18 | C18-CDO1 w C9orf72 164.79 362.3
19 C19-CD02 m C9orf72 149.47 1088.16 + Expansion Stutter
20 | C20-CDO03 w C9orf72 137.96 1116.48 + Expansion Stutter
21 C21-CR04 w C9orf72 163 980 + Expansion Stutter
22 | C22-CR05 w C9orf72 128.69 128.69
23 C23-CR06 w C9orf72 127.18 >900 Expansion Stutter
24 C24-CRO7 m C9orf72 144.5 980 + Expansion Stutter
25 | C25-CD08 m C9orf72 130.4 187.91
26 | C26-CD09 m C9orf72 128.64 163.56
27 | C27-CD10 w C9orf72 153.61 165.98
28 C28-FKO01 w FXN 82.69 723.3 + Expansion Stutter
29 C29-FK02 w FXN 84.98 740 + Expansion Stutter
30 C30-FW03 k. A. FXN 85.62 497.34 + Expansion Stutter
31 C31-FWo04 k. A. FXN 296.76 488.39 + Expansion Stutter
32 C32-FR05 m FXN beide Allele Expansion Stutter
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33 | C33-FR06 w FXN 91.31 112.27

34 | C34-HDO1 m HTT 1211 191.11

35 | C35-HD02 w HTT 120.9 193.88

36 | C36-HWO03 k. A. HTT 123.58 207.91

37 | C37-HR04 m HTT 199.45 263.57

38 | C38-HR05 w HTT 199.63 208.23

39 C39-D1WO01 k. A. DMPK 245.68 569.47 + Expansion Stutter
40 | C40-D1WO02 k. A. DMPK 2514 Expansion Stutter
41 C41-D1D03 w DMPK 250.85 ca. 980 + Expansion Stutter
42 C42-D1R04 m DMPK 271.96 Expansion Stutter
43 | C43-D1R05 m DMPK 228.21 247.52

44 C44-CSKo01 w RFC1 keine Rohdaten vorhanden

45 | C45-S1WO01 k. A. ATXN1 212.52 237.85

46 | C46-S1R02 w ATXN1 213.01 246.95

47 | C47-S1R03 m ATXN1 207.2 271.24

48 | C48-S2W01 k. A. ATXN2 101.06 142.47

49 | C49-S3W01 k. A. ATXN3 229.57 378.15

50 | C50-S3R02 m ATXN3 226.76 366.09

51 C51-S5W01 k. A. CACNA1A | 135.88 163.24

52 | C52-S7WO01 k. A. ATXN7 163.02 ca. 300

53 | C53-S7R02 w ATXN7 163.18 305.7

54 | C54-PDO01 m PHOX2B 219.64 219.64

55 | C55-PD02 w PHOX2B 219.97 231.09

56 | C56-PD03 w PHOX2B 219.64 219.64

57 | C57-PD04 w PHOX2B 219.97 231.09

Tabelle 18 Ubersicht Rohdaten. w: weiblich, m: ménnlich, k.A: Keine Angaben
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