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• HD is a neurodegenerative disorder caused by the 
expansion of a CAG repeat tract in exon1 of the HTT gene1

Huntington’s disease (HD)

1. The Huntington's Disease Collaborative Research Group (1993) Cell, 72 (6): 971‐83
2. Harvard Brain Tissue Resource Center

CAGn

≥ 40 → Hun ngton's Disease

36‐39 → reduced penetrance

27‐35 → premutation

≤ 26 → normal

HTT exon 1

• HD is characterized by progressive 
neuronal cell death associated with mood 
swings, choreic movements and progressive 
dementia
• Anticipation: earlier age of onset from one 
generation to the next

HD Normal
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Inverse correlation of age at neurologic 
onset and mutant CAG repeat length

Gusella, J.F. and MacDonald, M.E. (2009) Genome Med 1 (8): 80

‐ ~70% of variation explained by CAG 
length

‐ Of the unexplained variation, 40% 
seems to be heritable.

‐ Also suggesting the case for genetic 
modifiers of HD age of onset. 

Expanded HTT CAG repeat length
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Longer CAG repeats are 
associated with earlier HD onset



HD Age at Onset GWAS

Meta analysis of gwa1, gwa2, and gwa3
Imputed SNP, CAG 40‐55, Europeans
Natural scale residual age at onset
approximately 4050 samples

• MLH1 variants with nominal significance
• Pathway analysis implicates multiple DNA repair/handling genes 



A) Age‐dependent and tissue‐specific CAG instability in the
striatum and liver of HdhQ111 mice;
B)Mlh1 andMlh3 are enhancers of somatic CAG expansion.

Mismatch repair and CAG instability

Mouro Pinto, R. et al (2013) PLoS Genet. 9(10):e1003930



Somatic CAG instability in
HD patient postmortem brain

Kennedy et al, 2003. Hum. Mol. Genet. 12, 3359‐67

prior to pathological cell lossend‐stage

However, large 
expansions are 
observed prior to 
neurodegeneration

Striatum is mostly 
non‐existent in 
end‐stage brain 
sample, which may 
explain relatively 
low CAG instability



GeneScan analysis

CAGn HTT exon 1
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Strong bias towards PCR amplification 
of smaller (Wt) allele

Lack of sensitivity capturing low 
frequency expanded alleles

GeneScan analysis



Small‐pool PCR
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Dilute DNA so that very few 
target molecules are 
present in PCR reaction.

Swami, M. et al (2009) Hum Mol Genet, 18 (16): 3039‐47



CAG repeat length vs HD age of onset
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HTT CAG repeat length

Extremes:
24 early onset (young)

vs
24 late onset (old)



Somatic CAG expansions in the brain are 
associated with earlier age of HD onset

Earlier onset Later onset

CAG 47

CAG 41



MLH1 variant effect on
HD onset and somatic CAG expansions

• Suggestive effect of MLH1 rare variant but not 
enough samples

• SP‐PCR too laborious and not cost effective



Amplification free target enrichment



Complexity reduction increases the number of on‐target reads

Complexity Reduction Library and Sequencing Yield

Amplification free target enrichment



Amplification free target enrichment

Coverage across genome



• BamHI‐EcoRI SB library prep and Cas9 enrichment experiment:

• 1 SMRTcell sequencing with P6C4 and 6hr movies

HTT control HTT1 HTT2 HTT3 HTT4

Input gDNA ‐ 4 µg 4 µg 4 µg 4 µg

BamHI‐EcoRI SB Pre‐made SB 2.4 µg 0.9 µg 1.8 µg 0.9 µg

Input for Cas9 exp. 1 µg 1 µg 0.9 µg 1 µg 0.9 µg

Amplification free target enrichment



12xCAG
(18 ccs)

146xCAG
(5 ccs)

12xCAG
(16 ccs)

121/122xCAG
(4 ccs)

51xCAG
(9 ccs)

20xCAG
(5 ccs)

16xCAG
(24 ccs)

31xCAG
(23 ccs)

17xCAG
(35 ccs)

Amplification free target enrichment



Mutated BamHI site on the Normal Allele in HTT2 Sample

~ 1.2kb

~ 2.9kb

CAG repeat sizing in HD patient LCLs



Amplification free target enrichment

HTT target locus

1.3‐1.6 kb



CAG repeat sizing in HD patient post‐mortem brain



CAG repeat sizing in HD patient LCLs



CAG repeat sizing in HD patient LCLs

No bias observed in terms of 
capturing WT vs HD alleles
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CAG repeat sizing in HD patient LCLs

Strong correlation with previous data

CAG Expansion Index

Previously determined
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Single molecule resolution

Interruptions and polymorphic proline repeat



• Disadvantages
• Need significant amount of gDNA (>5ug)
• More susceptible to gDNA quality

• postmortem brain: variable time to collection
• Advantages

• No apparent length‐relared bias
• Ability to detect large CAG alleles
• Sequence‐level resolution

• repeat interruptions?
• cis‐modifiers: phased alleles

• polymorphic proline repeat and other variants

Amplification free target enrichment
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