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1. Introduction



1.1 Généralités concernant la dystonie

La dystonie se définit comme une pathologie de la motricité caractérisée par des mouvements
anormausx, et/ou des prises de postures anormales (1). La dystonie est liée a des contractions
musculaires involontaires, intermittentes ou soutenues. Les mouvements dystoniques suivent
un pattern spécifique correspondant a des mouvements de torsion, parfois a des
tremblements (2). La dystonie est aggravée par le mouvement volontaire et associée a un
phénoméne d’overflow, définit comme une contraction musculaire involontaire qui
accompagne, mais est anatomiguement distincte, du mouvement dystonique primaire (1,3).
La dystonie est le troisieme mouvement anormal le plus fréquent aprées le tremblement et le
syndrome parkinsonien (4). Elle affecte environ 20% des patients consultant dans un service
spécialisé en mouvement anormaux (5,6). Sa prévalence a été estimée a 16 pour 100.000 pour

les formes tardives de I'adulte contre 7.6 pour 100.000 pour les formes plus précoces (5,6).

La dystonie peut potentiellement affecter I'ensemble des segments du corps, et s’associe a un
handicap variable. Elle peut par exemple concerner la sphére oro-mandibulaire et compliquer
la prise alimentaire ou hydrique (7). Elle peut affecter la partie supérieure du visage et les
paupiéres, on parle alors de blépharospasme, ce qui peut géner des activités comme la lecture
ou la conduite d’un véhicule (8). Plus handicapante est |la dystonie des membres ou du tronc
qui va impacter la marche ainsi qu’'un nombre important d’activités de la vie quotidienne, telle
qgue lI'alimentation, I’habillage ou I'écriture, altérant in fine I'indépendance fonctionnelle du
patient souffrant de cette pathologie (9). Enfin, les dystonies laryngées peuvent
s’accompagner d’'une dysphonie et de troubles de la parole, ainsi que d’une dysphagie qui

peut alors faire le lit de pneumopathies d’inhalation et menacer a terme le pronostic vital (10).

Il existe une variabilité importante des présentations cliniques dans la dystonie ainsi qu’une
grande hétérogénéité des causes. La récente classification des dystonies distingue ainsi deux
axes, un axe clinique (axe 1) caractérisant la dystonie en fonction de son age de début, de sa
topographie, de son évolutivité dans le temps (figure 1 et tableau 1) et un axe étiologique (axe

2) caractérisant la dystonie en fonction de son origine (1,11).
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Figure 1: Axe 1 du consensus de 2013 concernant la classification de la dystonie (d’apres
Albanese et al.) (1,11)
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Tableau 1 : Description des catégories de I'Axe 1 du consensus de 2013 concernant la
classification de la dystonie (1,11)

Axe 1 Consensus de la Classification des Dystonies
Caractéristiques clinique Catégories Définition
Age de début Petite enfance (0-2ans)
Enfance (2-12 ans)
Adolescence (12-20 ans)
Adulte jeune (20-40 ans)
Adulte agé (>40 ans)
Topographie Focale 1 région du corps atteinte
Segmentaire > 2 régions contigles
atteintes
Multifocale > 2 régions non contigles
atteintes
Généralisée Atteinte du tronc et 2 2 autres
régions
Hémidystonie Hémicorps atteint
Pattern temporel De la maladie Progressif
Non progressif
De la dystonie Permanente
Fluctuante
Paroxystique
Tache spécifique
Caractéristiques  cliniques | Mouvements anormaux (dystonie combinée)
associées Autres signes cliniques
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L’age de début est un facteur important de cette classification dans la mesure ou les dystonies
débutant précocement sont généralement de moins bon pronostic que celles débutant
tardivement (12). En effet, plus une dystonie va débuter t6t au cours de la vie, plus elle va
avoir tendance a se généraliser. Inversement, la majorité des dystonies apparaissant a I'age
adulte sont des formes focales, d’extension limitée, et habituellement moins invalidantes (1).
Distinguer formes précoces et formes tardives de dystonie fait également sens d’un point de
vue diagnostic, puisqu’une cause sous-jacente, notamment génétique, est plus fréquente
lorsque la dystonie apparait dans I’enfance ou la petite enfance. En revanche, I'identification
de la cause a l'origine de la dystonie est plus rare dans les dystonies tardives, qui

correspondent le plus fréquemment a des pathologies acquises (13).

La topographie correspond a I'étendue et la répartition au niveau du corps de la dystonie. La
figure 2 illustre la variabilité de cette caractéristique. On distingue des dystonies focales, qui
ne vont toucher qu’un uniqgue segment du corps, a 'image du blépharospasme qui n’affecte
gue les paupiéres ou du torticolis spasmodique touchant seulement le cou. Il existe également
des dystonies segmentaires, qui vont toucher deux segments contigus du corps, par exemple
les paupieres et la machoire dans le syndrome de Meige. Les dystonies multifocales vont
affecter au moins deux segments non contigus du corps, alors qu’une dystonie hémicorporelle
ne touchera qu’un seul c6té du corps. Enfin, les dystonies généralisées se définissent par

I'atteinte du tronc et de deux autres régions (1).

Les dystonies généralisées sont plus fréquemment associées a une origine spécifique,
notamment génétique (14). Par opposition, la cause d’une dystonie focale restera
indéterminée la plupart du temps (15,16). Les modalités thérapeutiques difféerent également
en fonction de I’étendue de la dystonie. Ainsi, on privilégiera les injections de toxine botulique
dans les groupements musculaires impliqués pour la dystonie focale (17). Les formes
généralisées seront a l'inverse traitées pharmacologiquement par des médicaments tels que
les traitements anticholinergiques ou la tétrabénazine (18,19) ou par chirurgie de stimulation
cérébrale profonde du globus pallidus interne (20), du thalamus (21) ou du noyau sous-

thalamique (22).
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Figure 2 : lllustrations de la variabilité topographique des syndromes dystoniques
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Illustration de la variabilité phénotypique des syndromes dystoniques en termes de
topographie
A) Accés de dystonie généralisée paroxystique chez un patient porteur de mutations
bialléliques dans PDE2A (issu de Doummar et al.) (23).
B) Dystonie segmentaire touchant 2 segments contigus : paupiéres (blépharospasmes) et
sphere oro-mandibulaire caractéristique d’'un syndrome de Meige (issu de Tsubota et
al.) (24)
C) Dystonie généralisée touchant les 4 membres, le tronc, le cou, la face, pouvant
s’observer dans les dystonies associées a TOR1A (issu de Cooper et al.) (25).
D) Dystonie cervicale focale isolée caractéristique d’un torticolis spasmodique (issu de

Hains et al.) (26).
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L’évolutivité dans le temps de la dystonie peut se diviser en deux points : évolutivité de la

maladie d’une part et évolutivité des symptémes d’autre part (1).

L’évolutivité de la maladie concerne le caractere progressif, représentant les cas ou la dystonie
va avoir tendance a s’aggraver, et les formes non progressives de dystonie ou celle-ci va rester

stable (14).

Concernant I’évolutivité du symptome, on distingue 4 profils différents: les dystonies
persistantes, les dystonies paroxystiques, les dystonies fluctuantes et les dystonies taches

spécifiques.

Les dystonies paroxystiques sont caractérisées par l'apparition brutale des symptomes
dystoniques pendant un laps de temps bref. C'est dans cette catégorie que I'on inclut les
dyskinésies paroxystiques kinésigéniques (27), qui feront I'objet d’un chapitre spécifique de
cette thése. Ces derniéres correspondent a I'apparition d’accés de mouvements anormaux
dystoniques ou choréiques a la suite d’'une activité motrice volontaire. Parmi ces dystonies
paroxystiques se classent également les dyskinésies paroxystiques non-kinésigéniques et les

dyskinésies induites par I'effort soutenu (28).

On individualise également les dystonies fluctuantes, caractérisées par une variabilité de la
sévérité de la symptomatologie sur la journée qui s’opposent aux dystonies persistantes, ou
la symptomatologie va rester stable au cours du temps. Le caractére fluctuant est ainsi en
faveur de formes particulieres de dystonies génétiques dénommeées dystonies dopa-sensibles
qui sont liés a des variants pathogenes localisés au sein des génes GCH1 (29), SEPR (30) ou TH
(31) et qui vont avoir pour caractéristique principale de tres bien répondre a de faibles doses

de lévodopa (32).

Enfin on distingue des dystonies dites taches spécifiques, ou la dystonie se manifeste
seulement lors d’actions particulieres telles que I'écriture (crampe des écrivains) (33), lors de
I'utilisation d’un instrument de musique (crampes des musiciens) (34) ou lors de la pratique

du golf (yip) par exemple (35).
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La nosographie actuelle de la dystonie propose également de caractériser la dystonie en
fonction de la présence ou de I'absence de mouvements anormaux associés en dystonie
isolée, ou la dystonie est le seul symptome, et en dystonie combinée, ou la dystonie s’associe

a d’autres mouvements anormaux (1,36).

Les dystonies combinées sont ainsi associés a des variants pathogénes dans des génes
spécifiques, a I'image des dystonies myocloniques liées aux mutations dans SGCE (37)
caractérisées par la présence d’un myoclonus ou du syndrome dystonie-parkinsonisme lié aux
variants pathogenes bialléliques dans le géne PRKN (38) combinant dystonie et syndrome
extrapyramidal. Ce tableau clinique particulier fera également I'objet d’un chapitre dédié dans

ce travail.

Enfin, la classification actuelle de la dystonie individualise les dystonies s’intégrant dans un
tableau clinique riche, ou la dystonie va s’associer a d’autres symptomes qui peuvent étre
neurologiques a I'image de la déficience intellectuelle, de I'épilepsie, d’un déclin cognitif, ou

extra-neurologiques, par I'atteinte d’autres organes (1,11,36).
1.2 Physiopathologie et causes des syndromes dystoniques

Les déterminants anatomiques de la dystonie concernent le réseau des ganglions de la base,
décrit sur la figure 3. Les premieres études anatomopathologiques de patients souffrant de
dystonie isolée d’origine indéterminée ou de formes génétiques n’avaient pas mise en
évidence d’anomalies particuliéres au niveau du cerveau dans la majorité des cas (5,39). Dans
certaines études néanmoins, de discrétes lésions avaient été mises en évidence notamment
au niveau du putamen, suggérant tres to6t une implication des ganglions de la base dans la

physiopathologie de la dystonie (5,40).

Les études plus récentes d’imagerie structurelle et fonctionnelle ont amené a considérer la
physiopathologie de la dystonie comme la résultante de la dysfonction d’un réseau impliquant
non seulement les ganglions de la base, mais également le cervelet et le cortex (5,41-43). Il a
également été suggéré que des anomalies dans le systéme sensoriel puisse contribuer a

I'apparition de la dystonie (44).
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Figure 3 : Réseaux des ganglions de la base d’apres Ribot et al. (45)
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Les neurones épineux moyens du putamen (dSPN et iSPN) projettent sur le globus pallidus
interne (GPi) et la substantia nigra pars reticulata (SNr) via une voie directe (D1) et une voie
indirecte (D2) passant par le globus pallidus externe (GPe) et le noyaux sous-thalamique (STN).
Ces voies sont modulées par les neurones dopaminergiques (DA) de la subtantia nigra pars
compacta (SNc). Les neurones épineux moyens sont également modulés par les interneurones
cholinergiques (ACh-IN) et gabaergiques (GABA-IN) influant sur la potentialisation (LTP) et la
dépression (LTD) synaptique a long terme. lls regoivent des afférences en provenance du
cortex frontal, lui-méme recevant des afférences des noyaux Ventro Latéral (VL) et Ventral
Antérieur (VA) du thalamus. Ce réseau va étre sous l'influence du cervelet au travers du noyau
Ventral InterMédiaire (VIM) du thalamus et des noyaux ParaFasciculaires (PF) et

CentroMédian (CM) du thalamus).
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Des altérations de la plasticité synaptique et de la potentialisation a long terme pourraient

également jouer un réle dans la pathogenése de la dystonie (46).

Il a enfin été démontré que la neurotransmission dopaminergique joue un réle important dans
la survenue de cette pathologie. En effet, plusieurs génes au sein desquels des variants
pathogenes ont été associés a des phénotypes dystoniques codent pour des protéines
impliquées dans les voies de signalisation dopaminergiques (30,31,47-51). Les voies
dopaminergiques semblent également contribuer a la physiopathologie des formes

sporadiques tardives de dystonie (5,11,52-54).

Concernant la conduite diagnostique devant un syndrome dystonique, celle-ci va étre
influencée de facon majeure par la phénoménologie clinique présentée par le patient et

surtout par I'age de début des symptémes (11).

Dans le cadre d’'une forme focale de dystonie débutant aprés 40 ans, la prise en charge
habituelle comprend un interrogatoire visant a identifier une origine pharmaco-induite de la
dystonie a la suite de I'exposition a un neuroleptique (55) ou des antécédents de souffrance
néonatale, qui peuvent provoquer un syndrome dystonique des années plus tard (56). Un
examen physique attentif permettra secondairement de caractériser cliniguement la
dystonie. Enfin le bilan étiologique comprendra la réalisation d’'une IRM cérébrale afin de ne

pas méconnaitre une cause structurelle au syndrome dystonique (Figure 4).

Dans le cadre d’'une dystonie généralisée de début précoce, I'évaluation comprendra
également une imagerie cérébrale, mais également des analyses plus larges, biochimiques et

génétiques (57).

Le tableau 2 et la figure 3 présentent des anomalies IRM évocatrices de causes spécifiques de

dystonie de début précoce.

Le tableau 3 donne des exemples d’anomalies biologiques pouvant étre observées dans les

dystonies pédiatriques.
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Tableau 2 : Anomalies IRM retrouvées dans les dystonies pédiatriques, (d’apres Meijer et al.)
(11,57)

Anomalie a I'imagerie Maladie

Lésion des ganglions de la base

Hypersignaux T2 (Syndrome de Leigh) | Maladie de Wilson
Mitochondriopathie
Déficience en transporteur de la thiamine
Déficience en pyruvate déshydrogénase
Acidurie organiques

Hyposignaux T2 NBIA

Fucosidose
Hypersignaux T1 Accumulation cérébrale de Manganese
Calcifications Syndrome d’Aircardi-Goutiéres

Calcifications cérébrales primitives

Atrophie du noyau caudé Maladie de Huntington
Choreo-acanthocytose

Lésion de la substance blanche

Hypomyélinisation Syndrome H-ABC
Syndrome d’Aircardi-Goutieres
Syndrome surdité-dystonie
Syndrome de Pelizaeus-Merzbacher
Gangliosidose a GM1
Mitochondriopathie

Tableau 3 : Marqueurs biologiques retrouvées dans les dystonies pédiatriques (d’aprés Meijer
etal.) (11,57)

Test Prélevement Trouble

Neurotransmetteurs monoaminergiques, = LCR Déficience dans le métabolisme de la BH4,
métabolites, ptérines déficit en TH, AADC, DNAJC12
5-methyltétrahydrofolate LCR Déficit cérébral en folate

Glucose LCR, plasma Déficit en GLUT1

Lactate LCR, plasma Acidurie propionique, méthylmalonique
Pyruvate LCR, plasma Déficit en pyruvate déshydrogénase
Amino-acides Plasma Maladie du sirop d'érable

Acylcarnitines Plasma Aciduries organiques

Biotinidase Plasma Déficit en biotinidase

Vitamine E Plasma Ataxie par déficit en vitamine E

AFP Plasma Ataxie télangiectasie

TSH Plasma Syndrome cerveau-thyroide-poumon
Acide urique Plasma Syndrome de Lesch-Nyhan

Oxystérols Plasma Niemann-Pick C

Cholestanol Plasma Xanthomatose cérébro tendineuse
Manganese Sang total Accumulation cérébrale de manganese
Cuivre, céruléoplasmine Plasma Acéruléoplasminémie, maladie de Wilson
Creatine et guanidinoacetate Plasma Déficit en créatine

Acides organiques Urine Aciduries organiques
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Figure 4 : lllustration d’anomalies a I'IRM cérébrale associées a des syndromes dystoniques

d’origine génétique
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A) Hypersignal en séquence T2 au niveau pallidal bilatéral dans le cadre d’un syndrome de
Leigh (issu de Baertling et al.) (58).

B) Hyposignal en séquence de susceptibilité ferro-magnétique au niveau pallidal bilatéral
dans le cadre d’une neuroferritinopathie liée a un variant pathogene hétérozygote dans le
géne FTL (issu de Park et al.) (59).

C) Hyposignal bipallidal témoignant de calcifications cérébrales idiopathiques des noyaux gris
centraux liées a une délétion des genes SLC20A2 et THAP1 (issu de Mu et al.) (60).

D) Hypersignaux de la substance blanche en séquence Flair associés a des variants
pathogenes bialléliques dans FAHN (issu de Edvardson et al.) (61).

E) Hypersignal pallidal bilatéral en séquence T1. Dystonie associée a des dépbts de

manganese liés a un variant pathogéne dans SLC30A10 (issu de Stamelou et al.) (62).
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1.3 Les dystonies d’origine génétique

Le caractére familial de certaines dystonies généralisées avait été identifié des les années 1947
(63). Le premier locus associé a une forme génétique de dystonie fut identifié en 1990 (64), et
cing années supplémentaires furent nécessaires pour associer pour la premiére fois une
dystonie généralisée de transmission autosomique dominante a pénétrance incomplete avec

un gene spécifique, TOR1A (65).

Le développement des techniques de séquencage haut débit de ’ADN et leur disponibilité
croissante depuis le début des années 2010 se sont accompagnés d’'une augmentation
exponentielle de la découverte de nouveaux genes associés a des phénotypes neurologiques
incluant la dystonie comme manifestation principale ou comme symptome accompagnant un
tableau clinique plus large (66). Désormais I'ensemble des modes de transmission ont été
rapportés dans la dystonie. On distingue ainsi des formes autosomiques dominantes de
dystonies généralisées isolées ou combinées, dont TOR1A (65,67) et KMT2B (68—70) sont les
principaux genes. On dénombre désormais également un grand nombre de dystonies de
transmission autosomique récessive, s'intégrant souvent dans des tableaux plus complexes
(71). Il existe également des formes génétiques de dystonies liées a I’X, dominantes par
exemple les dystonies associées aux variants pathogénes dans WDR45 (72), ou récessives,
telles que les dystonies associées aux variants pathogenes dans TAF1 (73). Une hérédité
mitochondriale a également été rapportée dans la dystonie (74). Au total, plus de 70 génes au
sein desquels des variants pathogénes ont été associés a des phénotypes dystoniques sont
désormais connus, soulignant I'importante hétérogénéité génétique associée a ce phénotype

(11,75).

En 2015, la Movement Disorders Society (MDS) a constitué une task force pour établir une
nouvelle nomenclature concernant la caractérisation clinique des mouvements anormaux
d’origine génétique, incluant notamment la dystonie (76). Cette classification, accompagnée
d’illustrations pour chaque catégorie est visible sur le tableau 4. Celle-ci reprenait en partie le
consensus de 2013 décrit précédemment, isolant des dystonies isolées, combinées, ainsi
gu’un troisieme groupe comprenant les dystonies associées a d’autres manifestation,
neurologiques (ataxie cérébelleuse, syndrome pyramidal, déficience Intellectuelle) ou

systémique (cardiopathie, surdité de perception, etc...) (1,11,76)
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Tableau 4 : Description des catégories de dystonie définie par la Task force de la Parkinson

and Movement Disorders Society accompagnée d’exemples (11,76)

Phénotype Caractéristiques cliniques

Nombre Mode
transmission

de Nom du

locus

Dystonie isolée : absence d'autres symptéomes que la dystonie

DYT-TOR1A Dystonie généralisée de début
précoce

DYT1

DYT-THAP1 Dystonie de sévérité variable
débutant a I'adolescence

DYT6

DYT-GNAL Dystonie cranio cervicale
prédominante débutant au début de
I'age adulte

DYT25

Dystonie combinée : présence d'autres mouvements anormaux

DYT/PARK- Dystonie parkinsonisme de début

ATP1A3 précoce, hémiplégie alternante de
I'enfant, chorée en fin de Vvie,
syndrome CAPOS (ataxie
cérébelleuse, pes cavus, atrophie
optique, surdité)

DYT12

CHOR/DYT-  Dyskinésies faciales, dystonie
ADCY5 généralisée, myoclonies, chorée,
caractére paroxystique

DYT/PARK- Dystonie parkinsonisme
TAF1

DYT3

Dystonie complexe : présence d'autres signes
neurologiques

cliniques neurologiques ou extra

HSP/NBIA- Mitochondrial Protein Associated

C190rf12 Neurodegeneration  (MPAN)
dystonie, parkinsonisme, syndrome
pyramidal, détérioration cognitive,
neuropathie, atrophie  optique,
troubles psychiatriques,
accumulation de fer dans les
noyaux gris centraux, hypersignal
de la lame médullaire interne a IRM

6142988 AR

NBIA4

NBIA/CHOR- Neuroferritinopathie : dystonie,

FTL chorée, parkinsonisme, dépét de fer
dans les noyaux gris centraux,
dyskinésie oro-mandibulaire,
dysphagie, troubles cognitifs, taux
de ferritine dans le sang basse

NBIA3

DYT-TUBB4A Dysphonie spasmodique,
leucodystrophie

TUBB4A
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1.4 Le séquencgage a haut débit de I’ADN

Pendant de nombreuses années la stratégie diagnostique face a une dystonie débutant
précocement ou bien associée a une histoire familiale, se basait sur un séquencage utilisant
la technique de Sanger (77). Cette technique historique permettait d’analyser des séquences
limitées a quelques centaines de paires de bases, ne permettant pas de couvrir au cours d’une
seule analyse I'ensemble des genes impliqués dans un phénotype donné. Les génes associés
a des formes génétiques de dystonie étaient ainsi analysés les uns aprés les autres en
priorisant les genes paraissant étre les plus compatibles avec le tableau clinique présenté par
le patient. Cette stratégie souffrait de plusieurs limites : elle était chronophage, puisqu’il
pouvait s’écouler plusieurs mois avant qu’un résultat ne soit rendu et qu’un nouveau test ne
pouvait étre initié qu’apreés le retour négatif du précédent (71). Elle restait par ailleurs

relativement onéreuse (11,66).

Depuis la fin des années 2010, la disponibilité de plus en plus large des techniques de
séquencage haut débit permet de séquencer pour un colt de plus en plus faible une quantité
de plus en plus importante de paires de bases. La disponibilité croissante de ces nouvelles
technologies s’est accompagnée de l'identification d’un nombre important de génes associés

a des phénotypes divers incluant notamment les maladies neurologiques (78).

En fonction de la région d’intérét a amplifier, on distingue le séquencage du génome entier
(Whole Genome Sequencing, WGS), le séquencage de I'exome (Whole Exome Sequencing,
WES) qui n’intéresse que les régions codantes du génome ainsi que le séquencage ciblé d’un
panel de genes (Targeted Sequencing, TS) congus au préalable pour le diagnostic moléculaire
d’un type de pathologie correspondant au phénotype d’intérét (79). Dans les deux derniéeres
situations, une étape préalable de capture des séquences d’intérét est requise avant la phase

d’amplification et de séquencage a proprement parler.

Le processus de réalisation du séquencage haut débit de I’ADN va débuter par la préparation

de librairies d’ADN.

A partir d’ADN extrait du patient, un processus chimique ou physique (sonication par

ultrasons) va permettre de fragmenter ’ADN en morceaux de tailles aléatoires, qui vont dans
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un second temps étre réparés, polyadénylés et liés a des adaptateurs indexés. Aprés une
premiere amplification par PCR, les fragments sont dénaturés et hybridés a des sondes
biotinylées spécifiques des régions a amplifier (genes d’intérét dans le séquencage ciblé et
exons dans I'exome) qui vont étre capturées dans un second temps via des billes métalliques
recouvertes de streptavidine. Cette interaction permet de récupérer les séquences d’intérét
qui vont constituer la librairie d’ADN et étre a nouveaux amplifiées avant de pouvoir étre
séquencées (80). Pour le séquencage du génome, I'ensemble des régions codantes et non
codantes étant analysées, cette étape de capture n’est pas nécessaire. Une description des
modalités de préparation des librairies pour le séquencage de I'exome est détaillée sur la

figure 5.

Une fois les librairies produites, le séquencage haut débit a proprement parler va pouvoir
débuter. La principale technique de séquencage haut débit est la technique d’amplification
par Bridge PCR proposé par la firme lllumina. Les principales étapes de cette technique sont

détaillées sur la figure 6.

Chaque pool de librairies est tout d’abord dénaturé puis une dilution est effectuée et le pool
est déposé sur un support solide (le Flowcell) qui est introduit dans le séquenceur. Apres
dénaturation, les fragments d’ADN simples brins des librairies peuvent se fixer via les

adaptateurs a des oligonucléotides complémentaires ancrés au Flowcell.

Une amplification par formation de ponts entre les amorces (Bridge PCR) est alors réalisée. Le
procédé est répété au cours du temps afin de générer des milliers de copies identiques de
chaque fragment initial dans un diameétre inférieur a 1um, constituant des clusters qui vont

étre utilisés pour le séquencage.

Le séquencage en lui-méme est réalisé par synthése chimique (SBS) qui utilise quatre
nucléotides marqués d’un fluorophore différent pour séquencer en parallele les clusters : a
chaque cycle de séquencage, un désoxyribonucléotide (ANTP) marqué est ajouté a la chaine
d’acides nucléiques, émet apres stimulation lumineuse une fluorescence spécifique qui sera

enregistrée et permettra in fine de l'identifier (11,81,82).
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Figure 5 : Préparation des librairies d'ADN pour le séquengage d’exome (82)
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L'ADN génomique est successivement fragmenté par sonication (1), réparé (2), polyadénylé
(3), et lié a des adapteurs indexés (4). Une premiéere amplification par PCR est réalisée (5), puis
aprés dénaturation (6), les fragments d'ADN sont hybridés a des sondes biotinylées
spécifiqgues des exons (7) puis ces fragments hybridés aux sondes sont récupérés via
I'interaction streptavidine-biotine (8). Aprés lavage, une nouvelle amplification par PCR est

réalisée (9) et le séquencage peut alors débuter (10).
Figure 6 : Séquencage haut débit selon la technologie lllumina (d’apres Lu et al.) (82,83)
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Aprées dénaturation et dilution, les fragments d'ADN sont déposés sur la Flowcell et vont
s'hybrider aux oligonucléotides fixés au support via les adaptateurs (1), les fragments d'ADN
vont alors former des ponts (2) et s'hybrider aux amorces voisines, ce qui va permettre une
amplification par "bridge PCR" (3) suivie d'une dissociation du brin matriciel (4). La répétition
de ces cycles va permettre de générer des clusters formés de copies du fragment initial (5) qui

pourront étre ensuite séquencées selon la technique de séquencage par synthése (6).
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1.5 Le traitement bio-informatique des données de

séquencage haut débit

A la suite de la phase de séquencage a proprement parler aura lieu I’'analyse bio-informatique
des données brutes (84). La figure 7 présente les différentes étapes du traitement bio-

informatique des données de séquencage.

Les acquisitions numérisées des images générées correspondant a chaque cluster regroupé
dans des fichiers .bcl sont traitées et démultiplexées, générant des fichiers .fastq regroupant

I'ensemble des reads d’un patient donné.

Chaque read représente ainsi une séquence nucléotidique de 75 ou 150pb obtenue a partir
d'un fragment initial d'ADN. L'étape suivante correspond a l'alignement des reads sur le
génome de référence en utilisant un algorithme d'alignement, constituant des fichiers .bam.
Les reads alignés seront, dans un second temps, comparés a cette référence afin d’obtenir
une liste de variations génomiques (variant calling). Enfin, tous les variants identifiés vont étre
annotés (nom du géne, conséquences attendues au niveau protéique de la variation,

fréquence du variant dans des bases de données) et filtrés.

La pathogénicité présumée du variant est alors déterminée en fonction de la fréquence du
variant dans les bases de données publiques (Exac (85), 1000G (86), GhomAD (87)), ou de
variants pathogeénes (par exemple les bases de données HGMD (88) ou Clinvar (89)) du mode
de transmission considéré, des conséquences attendues au niveau de la protéine, du degré de
conservation du résidu considéré et des résultats obtenus au travers de I'analyse d’outils in
silico de prédiction de pathogénicité tels que Mutation taster (90), SIFT (91), Polyphen (92) ou

le score CADD (93), qui combinent plusieurs des parametres cités précédemment.

L’ensemble de ces facteurs vont étre utilisés par le généticien pendant I'analyse des données
de séquencage haut débit. L'analyse peut étre effectuée via une interface dédiée, a I'image
de Polyweb?®, interface hébergée par L'Université Paris Descartes, ou via I'utilisation d’un outil

spécifique tel que Varank (11,94).
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Figure 7 : Traitement bio-informatique des données de séquencage haut débit, (adapté de Pan
et al.) (49,95)
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Les données de séquencgage haut débit sous forme de fichier .bcl vont tout d’abord étre

transformée en fichiers texte dit .fastq.

Ces données vont ensuite étre alignées sur le génome de référence pour former un fichier
.bam a partir duquel les variants vont pouvoir étre identifiés par comparaison au génome de

référence aboutissant au fichier .vcf.

Les variants sont ensuite filtrés et annotés permettant leur analyse sur une interface dédiée.
La corrélation génotype—phénotype réalisée par l'interaction entre cliniciens et généticiens

moléculaires permet d’affiner le diagnostic moléculaire en cas de difficultés.
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1.6 La détermination de la pathogénicité des variants

Concernant les variants identifiés dans des génes préalablement rapportés dans des
pathologie mendéliennes, I'analyse des données du séquencage haut débit va s’appuyer sur
les critéres de I’American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (96). Ces criteres
ont été introduits en 2015 afin d’harmoniser les pratiques des généticiens concernant
I'interprétation des données de séquencage haut débit. L’analyse se base sur une liste de
critéres ayant chacun une pondération spécifique. Cela va permettre de catégoriser les
variants identifiés par séquencage haut débit dans cinq classes différentes : bénin (classe 1),
probablement bénin (classe 2), variant de signification inconnue (VUS) (classe 3),
probablement pathogene (classe 4) et pathogéne (classe 5). Bien que ces critéres permettent
de standardiser l'interprétation des données de séquencage haut débit, un certain nombre

d’entre eux restent subjectifs.

Au décours de l'analyse, l'interaction entre le clinicien prescripteur et le généticien,
idéalement formalisée au travers de réunions de concertation, permet de discuter de la
cohérence du phénotype et éventuellement de réaliser un « reverse phenotyping » visant a
conforter ou infirmer la pathogénicité du variant en retournant au phénotype clinique ou en

dosant des biomarqueurs spécifiques (97).

Les criteres de '’ACMG peuvent étre regroupés en cing catégories en fonction de la nature des
données utilisées pour caractériser le variant identifié :
o Lafréquence allélique : la fréquence du variant dans les bases de données publiques
o Les données prédictives et computationnelles : elles se basent sur les résultats obtenus
au travers des algorithmes de prédiction de pathogénicité, sur la position du variant par
rapport aux variants pathogénes déja rapportés dans le géne incriminé, éventuellement
sur la nature du variant (perte de fonction).
o Le phénotype clinique : prise en compte de la cohérence du phénotype du patient avec
celui des patients porteurs de variants pathogénes dans le géne incriminé.
o La ségrégation du variant : elle est basée sur la présence ou |'absence du variant chez
d’autres individus atteints ou sains dans la famille du patient.
o Les données fonctionnelles : elles témoignent in vivo (biomarqueur) ou sur des modeles

in vitro de I'impact délétére du variant sur la fonction de la protéine.
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Lorsque qu’un variant d’allure délétere est identifié dans un géne non rapporté préalablement
dans une pathologie mendélienne, la stratégie de validation va différer Iégérement, dans la
mesure ou les criteres de 'ACMG ont été développés spécifiguement pour les variants
localisés dans des genes associés a une pathologie spécifique (96). Il conviendra alors pour
valider le gene candidat de recherche de la récurrence, c’est-a-dire d’identifier d’autres
patients présentant un phénotype compatible avec le patient initial et porteurs par ailleurs de

variants pathogénes similaires dans le méme géne.

Afin d’identifier d’autres patients, il est possible de s’appuyer sur des cohortes de patients
existantes, présentant un phénotype homogene similaire a celui du patient porteur du géne
candidat. En I'absence de ces derniéres, des plateformes collaboratives, a I'image du site
Genematcher (98), visant a mettre en contact généticiens et cliniciens travaillant sur les
mémes geénes d’intéréts dans les maladies rares peuvent permettre d’identifier des patients

présentant des phénotypes similaires et porteurs de variants pathogéenes de méme nature.
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1.7 Les causes génétiques manquantes de syndromes

dystoniques

Les causes génétiques manqguantes de syndromes dystoniques correspondent aux variants
pathogenes, responsables de ces pathologies, localisés dans des genes non rapportés dans la

littérature comme étant associés a ce phénotype.

Notre équipe avait préalablement étudié le rendement diagnostique de I’analyse d’un panel
de 127 genes de mouvements anormaux chez des patients présentant des mouvements
anormaux de début précoce (avant 40 ans) ou s’intégrant dans une histoire familiale (99).
Parmi eux, 135 patients présentaient une dystonie comme mouvement anormal
prédominant. Le panel incluait 69 genes associés a des formes génétiques de dystonie. De
facon intéressante le rendement obtenu par cette stratégie, bien que comparable aux
rendements rapportés dans la littérature pour la dystonie (100,101), était statistiquement
plus faible dans le groupe de patients présentant une dystonie précoce ou familiale, en
comparaison aux rendements obtenus dans le reste de la cohorte. La figure 8 illustre cette

différence de rendement diagnostic entre les différents phénotypes.

Plusieurs hypothéses pour expliquer ce résultat pouvaient étre formulées. Il était possible que
les patients inclus dans notre étude aient pu présenter des causes non génétiques de dystonie
de début précoce, avec par exemple des souffrances néonatales ou une exposition aux
neuroleptiques méconnue. Néanmoins, nombre d’entre eux présentaient également une
histoire familiale, rendant cette hypothése de phénocopie peu probable. Il était également
possible que les symptomes présentés par les sujets inclus aient bien été d’origine génétique
mais dus a des variants pathogénes localisés dans des génes non étudiés par le panel de 127

geénes.

Comme nous l'avons vu précédemment, le séquencage de I'exome couvre I'ensemble des
régions codantes du génome et pas seulement certains génes spécifiques. Cet outil
apparaissait donc comme une stratégie intéressante pour explorer les causes génétiques non

couvertes par le panel et localisées en séquence codante (79).
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Figure 8 : Résultats de I'analyse du séquengage ciblé d’un panel de 127 genes de mouvements
anormaux (adapté de Montaut et al. )(99)
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Résultat de I'analyse d’un panel de 127 génes de mouvements anormaux par capture ciblée
(dont 69 genes de dystonie) pour 387 patients (135 présentaient une dystonie comme

mouvement anormal principal).

Le panel a permis I'identification pour 21 patients dystoniques de variants responsables de la

pathologie initiale, correspondant a un rendement de 15.6 %.

Ce rendement était significativement plus faible que le rendement obtenu pour les patients

parkinsoniens (25.4%) ou choréiques (28%) (p =0.03).
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1.8 Objectifs

L'objectif de ce travail de thése était d’identifier les causes génétiques manquantes de

syndromes dystoniques en utilisant le séquencage de I'exome sur une cohorte de patients

dystonigues sans cause génétique identifiée.

Pour cela nous nous sommes appuyés sur cing cohortes de patients présentant des syndromes

dystoniques différents, préalablement explorés selon différentes stratégies : °

©)

Une cohorte de 32 patients présentant un syndrome dystonique de début précoce
(<40 ans) ou une dystonie familiale sans diagnostic moléculaire apres analyse par
capture ciblée d’'un panel de 127 génes de mouvements anormaux.

Une cohorte de 24 patients porteurs de variants déléteres dans GNAO1 et présentant
un phénotype dystonique léger.

Une cohorte de 10 patients présentant un syndrome dystonie-parkinsonisme de début
précoce (<40 ans) sans diagnostic moléculaire apres analyse par capture ciblée d’un
panel de 127 génes de mouvements anormaux.

Une cohorte de 35 patients présentant des dystonies paroxystiques de type
dyskinésies paroxystiques kinésigéniques sporadiques ou familiales non porteurs de
variants pathogénes dans PRRT2, principale cause génétique de ce phénotype.

Une cohorte de 10 patients présentant un phénotype caractérisé par |’association
d’une dystonie généralisée ou multifocale et de troubles oculomoteurs a type de
paralysie de la verticalité sans diagnostic moléculaire apres analyse par capture ciblée

d’un panel de 127 génes de mouvements anormaux.

Nous avons fait I'hypothése que le séquencage de I'exome permettrait d’identifier des

variants pathogeénes ou probablement pathogenes localisés en séquence codante dans des

génes non rapportés comme étant responsables de syndromes dystoniques chez ces patients

sans diagnostic moléculaire apres des explorations considérées comme exhaustives.

L'utilisation du séquencage de I'exome devait ainsi permettre d’identifier de nouvelles causes

moléculaires de syndromes dystoniques.
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2. Résultats



2.1 Rendement diagnostic du séquengage de I’exome dans les

syndromes dystoniques

2.1.1 Le résultat du séquengage d’un panel de génes de mouvements anormaux
dans la dystonie

Comme nous I'avons souligné dans notre introduction, notre équipe avait pu au cours d’un
précédent travail démontrer que les syndromes dystoniques étaient associés a un rendement
diagnostic moindre apres analyse par séquencage ciblé d’'un panel de 127 genes de

mouvements anormaux en comparaison a d’autres mouvements anormaux (99).

Il a été démontré dans d’autres phénotypes neurologiques a I'image des encéphalopathies
épileptiques que I'utilisation du séquencage de l'exome permettait d’augmenter le
rendement diagnostic a la suite de I'analyse d’un panel de génes par séquencage ciblé en
identifiant des causes génétiques non couvertes par le panel et localisées en séquence

codante (102).

Nous avons fait I’'hypothése que cette stratégie pourrait également étre valide et s’appliquer
dans la dystonie, permettant d’aboutir a I'identification de variants pathogénes non capturés

par le séquencage d’un panel de génes de mouvements anormaux

Nous avons donc utilisé la stratégie exome sur une cohorte de 32 patients issus de 24 familles
sans diagnostic moléculaire établi a la suite de I'analyse d’'un panel de 127 genes de

mouvements anormaux.

L’ADN des patients ainsi que de leurs deux parents dans les formes sporadiques ou de
transmission autosomique récessive, ou de plusieurs membres symptomatiques de la famille
dans les formes dominantes étaient disponibles. Ceci devait permettre d’effectuer un
séquencage de I'exome en trio (parents et enfant) dans les formes sporadiques ou associées
a un mode de transmission autosomique récessif et un séquencage de I’'exome du plus grand
nombre de membres de la famille symptomatiques dans les formes suivant un mode de

transmission autosomique dominant.
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ABSTRACT

Introduction: A strategy based on targeted gene panel sequencing identifies possibly
pathogenic variants in fewer than 20% of cases in early-onset and familial form of dystonia. By
using Whole Exome Sequencing (WES), we aimed to identify the missing genetic causes in

dystonic patients without diagnosis despite gene panel sequencing.

Material and methods: WES was applied to DNA samples from 32 patients with early-onset
or familial dystonia investigated by sequencing of a 127 movement disorders-associated gene
panel. Dystonia was described according to the familial history, body distribution, evolution
pattern, age of onset, associated symptoms and associated movement disorders. Rate of

diagnoses was evaluated for each clinical feature.

Results: We identified causative variants for 11 patients from 9 families in CTNNB1, SUCLGI,
NUSI, CNTNAPI, KCNBI, RELN, GNAOI, HIBCH, ADCK3 genes, yielding an overall
diagnostic rate of 34.4%. Diagnostic yield was higher in complex dystonia compared to non-
complex dystonia (66.7%-5.9%; p < 0.002), especially in patients showing intellectual

disability compared to the patients without intellectual disability (87.5%-16.7%; p < 0.002).

Conclusion: Our approach suggests WES as an efficient tool to improve the diagnostic yield
after gene panel sequencing in dystonia. Larger studies are warranted to confirm a potential

genetic overlap between neurodevelopmental diseases and dystonia.
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INTRODUCTION

Dystonia displays a high level of clinical heterogeneity and can be associated with other clinical
features to form complex phenotypes [1]. Due to the many genes reported in genetic forms of
dystonia, molecular diagnosis is most of the time challenging. By assessing a 127 movement
disorders (MDs) gene panel including 69 genes responsible for dystonia on a cohort of patients
with early-onset or familial movement disorders, we showed that the diagnostic rate was
significantly lower in patients experiencing dystonia as prominent symptom than in other
movement disorders [2]. Since Whole Exome Sequencing (WES) was shown to improve the
diagnostic yield following targeted gene panel sequencing in epileptic encephalopathy [3], we
aimed to apply this strategy to identify the missing genetic causes in patients showing familial
and/or early-onset dystonia without diagnosis following previous analysis with our 127 MDs

gene panel.

MATERIAL AND METHODS

Subjects

The inclusion criteria were the following: i. patients with a phenotype characterized by
prominent dystonia with an early-onset (defined as dystonia occurring before the age of 40) or
with a family history (at least one first degree relative also affected with dystonia); ii. the lack
of clinical findings or laboratory and imaging investigations suggestive of an acquired cause of
dystonia. The same criteria were previously used to select the dystonic patients included in our
gene panel study [2]. Additionally, we required for WES analysis: iii. the lack of genetic
diagnosis following a 127 movement disorders gene panel analysis iv. availability of DNA
samples from the patient and his two parents in sporadic and familial cases consistent with de

novo event or autosomal recessive inheritance, or from at least two related patients coming
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from two different generations in familial cases consistent with autosomal dominant

inheritance.

All patients and asymptomatic family members were previously examined by a neurologist or
a pediatrician experimented in movement disorders. Dystonia was subsequently characterized
according to the axis I of the latest consensus for dystonia classification [4]. Dystonia could be
classified as isolated or combined with another movement disorder (such as myoclonus, chorea
or tic). In addition, following the recent recommendations of the international Parkinson and
movement disorder society task force on the nomenclature of genetically determined dystonia
[1], dystonia could be classified as complex when associated with relevant symptoms other than
movement disorders (such as intellectual disability, epilepsy, ataxia, deafness) in opposition to
non-complex dystonia. The study protocol was approved by the University Hospital of
Strasbourg, France institutional review board. For all patients and unaffected parents, a written

informed consent for genetic testing was obtained prior to WES analysis.

Exome sequencing, targeted gene sequencing and variation analysis

Genomic DNA from peripheral blood samples was extracted according to standard procedures.
An exome capture kit (SeqCap EZ Exome probes; Roche-NimbleGen) was used to target all
exons. Exons capture was followed by massive parallel 150pb paired-end sequencing (I1lumina,
San Diego, CA, USA). Read mapping and variant calling were performed following standard
bioinformatics procedures [5]. Filtering and prioritization of the variants were conducted using
an in-house interactive Paris Descartes bioinformatics platform pipeline based on the Ensembl
database (release 67). Variants were filtered according to their frequency (1%) against the
dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), 1000 Genome Project
(http://www.internationalgenome.org/), ExXAC (http://exac.broadinstitute.org/) and GnomAD

(http://gnomad.broadinstitute.org/about) databases. In silico prediction of variants
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pathogenicity was performed using SIFT, PolyPhen and Mutation Taster. Cadd score was also
integrated to the prioritization criteria, and a cutoff of 20 was used to determine deleteriousness.
Variants were considered as causative if they fulfilled the following criteria: convincing
sequencing quality (high number of reads) occurring in genes which are consistent with the
phenotype and (1) known disease mutation reported in ClinVar and/or HGMD or (2) loss of
function (Lof) variant occurring in genes intolerant to Lof according to the Exac database, or
(3) missense variant predicted to be deleterious by at least 2 algorithms, very rare or absent in
population databases. Fitting with the model of inheritance was also required to confirm
pathogenicity. Variants were also classified according to the American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) standards and guidelines [6]. Causative variants were
confirmed by Sanger sequencing. All molecular diagnoses were discussed and validated by

referring clinicians.

Statistical analysis

Diagnostic yields were calculated for all clinical characteristics as the ratio of the number of
patients presenting the clinical features and diagnosis of interest on the number of all patients
presenting the characteristic. Comparisons between two groups were tested for statistical
significance using a Fisher’s exact for qualitative variable in small groups. Bonferroni
correction for multiple comparison test was realized. Given an alpha risk of 0.05, P-values <

0.002 were considered statistically significant.

RESULTS

Cohort description

Between September 2014 and July 2018, DNA samples from 241 dystonic patients were
obtained to perform Targeted Gene Panel analysis [2]. Causative variants were identified in 37
cases (Supplemental Table-1). In the group of 204 dystonic patients without a definite
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molecular diagnosis, 32 patients from 24 families fulfilled study inclusion criteria. There was a
male predominance in this cohort (sex-ratio 62.5%). Dystonia mean age of onset was 11.9 years,
mean age at inclusion was 29 years. Fifteen patients from 7 families had a family history of
dystonia and a single patient was born from a consanguineous union (See Supplemental Figure-
1 for pedigrees of these families). Detailed phenotypes of these patients are available on

Supplemental Table-2.

WES findings and rate of diagnosis

Overall quality of generated sequencing data is illustrated by the average depth of sequencing
of 104.16X and the mean coverage of 90.6% (>30X). We identified 11 causative variants in 9
genes, namely CTNNBI, SUCLGI1, NUSI, CNTNAPI, KCNBI, RELN, GNAOI, HIBCH, and
ADCK3, meeting the pathogenicity criteria in 11 patients from 9 families, establishing a
molecular diagnosis for 34.4% of the patients. Pathogenic and likely pathogenic variants

identified by WES are provided on Table-1.

We identified a statistically significant higher diagnostic yield in patients presenting with
complex dystonia compared to patients with non-complex dystonia (66.7% vs 5.9%; p<0.002),
especially in patients with intellectual disability compared to patients without intellectual

disability (87.50% vs 12.5%; p<0.002).

We also observed a trend towards higher diagnostic yield in patients with pyramidal syndrome
(75%) infancy-onset dystonia (60%), as compared to patients with a childhood (40%),
adolescence (0%), or early-adulthood onset (12.5%). There was also a trend towards higher
diagnostic yield in patients with generalized dystonia (66.67%) than in patients with focal
(12.5%), multifocal (25%) or segmental dystonia (22.2%). Unlike complex dystonia, familial

form of dystonia, combination with movement disorders or progressive course of the disease
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were not associated with a higher rate of success. Details about diagnostic yields are provided

on Table-2.

Additionally, we identified in the PMD70 family 3 segregating heterozygous missense variants
in 3 different candidate genes (SIPIL1, N4BP2, and VAMPS8) and a de novo missense variant
in ZNF594 in the PMD570 family, all meeting our pathogenicity criteria. We identified a
GNAQOI] variant in the PMD409 family leading to a substitution of a highly conserved amino
acid within the adenylate cyclase binding domain, but which was carried by an asymptomatic
individual. We also isolated two compound heterozygous missense variants in FMN2, but

which did not meet our pathogenicity criteria (see Supplemental Table-3).

For 14 patients from 11 families, no relevant variants were found.

DISCUSSION

By using WES, we identified causative variants in known disease-causing genes in 10 out of
24 families included in our study, achieving a molecular diagnosis in 34.4% of patients. This
result is close to diagnostic rates provided by WES in dystonia (Supplementary Table-4).
Though the growing number of dystonia-related genes might have led to an early obsolescence
of the panel which could explain the low diagnostic yield, it is important to mention that most
pathogenic variants were identified in cases with complex dystonia especially when dystonia
was associated with intellectual disability. No other clinical characteristics were significantly
associated with a higher rate of success. Coherently, most of these causative variants were
localized in genes previously associated with intellectual disability like CTNNBI [7] or HIBCH
[8], or epileptic encephalopathy such as KCNB1 [9]. While this statistical result is preliminary
and require confirmation in a larger cohort, it suggests a potential genetic and pathophysiogical
overlap between dystonia and other neurodevelopmental diseases. These genes should be

therefore carefully considered during future dystonia gene panels design, in order to adapt the
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panels to complex dystonia and improve the rate of diagnosis. This finding also highlights the
importance of a careful and comprehensive neurological examination of patients with dystonia
selected for WES, so intellectual disability, or other neurological signs could be identified in

order to facilitate the interpretation of genetic data.

Our study also has contributed to better delineate the phenotypic spectrum of several dystonia-
related genes. De novo mutations in GNAO! had previously been isolated in patients showing
childhood-onset epileptic encephalopathy or generalized dystonia with developmental delay
[10]. Herein we identified a likely pathogenic GNAOI missense variants (C215Y) in a family
showing milder phenotype consistent with autosomal dominant inherited dystonia. The
variation led to highly conserved amino acid substitution considered to be damaging by all in
silico pathogenicity prediction tools. This new mutation is located near previously reported
mutations in patients showing prominent hyperkinetic movement disorders such as R209H or
R209L. This result suggests that GNAO! mutations should be also searched for in autosomal
dominant inherited dystonia. Additionally, we identified a de novo missense variant in RELN
in a patient showing myoclonic dystonia. While few families showing autosomal dominant
myoclonus-dystonia have been reported [11], the association between rare heterozygous RELN
variant and dystonia remains currently controversial. This finding supports a potential
implication of mutations located in this gene in such a phenotype. We also revisit the phenotype
of NUS-related encephalopathy to early-onset myoclonic dystonia with intellectual disability
but without parkinsonism, epilepsy or cerebellar ataxia [12] thus expanding the spectrum of this
dystonia-related gene. This finding also suggests that the clinical spectra of many
neurodevelopmental disorder-associated genes are incompletely understood, and that dystonia
may be more common that currently appreciated. Surprisingly, we did not identified patients
carrying KMT2B variant, though it is recognized as one of the most common genetic causes of

early onset generalized dystonia.
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To conclude, our work highlights that WES used in an appropriate patient population can
increase rate of mutation identification, improve molecular diagnosis of patients with complex
dystonia and help to refine the phenotypes related to mutations in genes associated with

dystonia or neurodevelopmental diseases.
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Table 2: Diagnostic rate of success according to the clinical characteristics of dystonia

Number of

Patients with

Corresponding

Characteristics patients a genetl'c diagnostic yields p value
diagnosis
Isolated dystonia 22 7 31.8% 0.70
Dystonia combined with other movement disorders 10 4 40% )
. Myoclonus 9 4 44.4%
ASS"‘”ate‘: Without myoclonus 23 7 30.4% 0.68
frovenen Chorea 1 0 0%
disorders - 1
Without chorea 31 11 35.5%
Tic 1 1 100% 034
Without tic 31 10 32.2% )
Non complex dystonia 17 1 5.9% 0.0005
Complex dystonia associated with other clinical features 15 10 66.7% )
Intellectual disability 8 7 87.5% 0.0007
Without intellectual disability 24 4 16.7% )
Pyramidal syndrome 8 6 75% 0.009
Without pyramidal syndrome 24 5 20.8% )
Cerebellar ataxia 2 2 100% 011
Associated clinical Without cerebellar ataxia 30 9 30% )
features Deafness 1 1 100% 0.34
Without deafness 31 10 32.2% )
Epilepsy 1 1 100% 0.34
Without epilepsy 31 10 32.2% )
Oculomotor impairment 3 0 0% 053
Without oculomotor impairment 29 11 37.9% )
Growth delay 1 0 0% |
Without growth delay 31 11 35.5%
Focal 8 1 12.5% 021
Non-focal 24 10 41.6% )
Segmental 9 2 22.2% 042
Non-segmental 23 9 39.1% )
Multifocal 4 1 25%
istributi 1
Body distribution Non-mutifocal 28 10 35.7%
Generalized 9 6 66.7% 0.035
Non-generalized 23 5 21.7% )
Hemidystonia 2 1 50% |
Non-hemidystonia 30 10 33.3%
Progressive 6 2 33.3% |
T 1 patt Non progressive 26 9 34.6%
emporal patter Paroxysmal 2 1 50% |
Non paroxysmal 30 10 33.3%
Infancy 0-2 10 6 60% 0.06
Onset after 2 22 5 22.7% )
Childhood 3-12 10 4 40% 0.70
Onset before 3 or after 12 22 7 31.8% )
Adolescence 13-20 3 0 0%
Age of onset Onset before 13 or after 20 29 11 37.9% 053
Early adulthood 21-40 8 1 12.5% 01
Onset after 40 or before 21 24 10 41.6% )
Late adulthood (> 40) 1 0 0% |
Onset before 40 31 11 35.5%
Familial history of Absence 16 6 37.5%
dystonia or 1
Presence 16 5 31.2%

consanguinity
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Supplemental Figure-1: Pedigrees of familial dystonia cases.

Black arrows identify patients and relatives analyzed by WES. Stars identify the probands.
Causative variations identified by WES are indicated below the family number. Abbreviations:

ho: homozygous, htz: heterozygous
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Supplemental Table-1: Causative variants identified by targeted gene panel sequencing

Identity Sex ﬁies:: Familial history Phenotype Gene Variation Clinvar
PMD13 ™M 7 No Isolated generalized dystonia ADCYS5 NM_183357; ¢.2159T>C; p.L720P, htz Not reported
Yes (father and . . . .
PMD20 F 22 half-brother) Dopa responsive dystonia GCH1 NM_000161; c.671A>G; p.K224R, htz Reported
1110792; c.. > p.R145C,
PMD53 F 1 No Myoclonic dystonia with microcephaly and dysmorphic features MECP2 NM_00111075 ,ch;t133C>T P-R145C, Not reported
1032 ;.1 ; P
PMD73 ™M 2 Consanguinity Acute generalized dystonia with status epilepticus and pyramidal syndrome SUOX NM_001032387; ch°37GG>A P-RAS9Q, Not reported
2; ¢.101_102 ; Q34-,
PMD82 F 23 Consanguinity Isolated task specific dystonia (lower limb) PARK2 NM_004562; ¢ Oht; 02delAG; Q3 Not reported
2; ¢.101_102, ; p.Q34-,
PMD83 ™M 14 Consanguinity Isolated task specific dystonia (lower limb) PARK2 NM_004562; ¢ Oh; 02delAG; p-Q3 Not reported
PMD85 F ? ? Isolated generalized dystonia GNAL NM_182978; ¢.911-2A>G, htz Not reported
113; c. ,

PMD96 F 9 Father Isolated and permanent segmental dystonia of the lower limb TOR1A NM_000 p3é309?’(?7;?;)9d9‘GAG Reported
PMD138 F 7 Yes Dopa responsive segmental dystonia of the lower limb GCH1 NM_000161; c.250G>A; p.E84K, htz Not reported
PMD146 ™M 20 No Dystonia parkinsonism PARK2 Deletion of exons 2, 3, 4and 5, ho Not reported

D . ing | Ji I .
PMD201 E 0 No ystonia affecting lower limb, face and qeck, .epwlepswa, pyramidal syndrome and SLC2AL NM_006516; c.844C5T; p.Q282%, htz Not reported
oculomotor impairment
NM_022089; c.2412G>A; p.K804K, ht: Not reported
pmp202 | M | 30 No Dystonia, pyramidal syndrome ATP13A2 = £ 2 L
NM_022089; c.2494A>G, 1832V, htz Not reported
NM_032861; c.1348_1349insTATC, Not reported
PMD262 ™M 24 No Generalized dystonia, neuropathy, optic atrophy, striatum atrophy on MRI SERAC1 InsLS450, htz
NM_032861; c.1598C>T, P533L, htz Not reported

PMD290 ™M 2 Yes, Brother Dystonia, chorea, myoclonia, ataxia NKX2-1 NM_001079668; c.745C>T; Q249X, htz Reported
PMD298 ™M 2 No Dystonia deafness, striatum atrophy TIMM8BA NM_004085; ¢.132+1G>C, ho Not reported
PMD299 ™M 4 No Dystonia, epilepsy, ataxia PRKCG NM_002739; c.1040A>G; p.H347R, htz Not reported
PMD303 ™M 8 No Isolated segmental and dopa responsive cervical dystonia GCH1 NM_000161; c.343+1G>A, htz Not reported
PMD396 F 6 Consanguinity Generalized dystonia, myoclonia PRKRA NM_003690; c.665C>T; p.P222L, ho Reported
PMD397 F 3 Consanguinity Dystonia, myoclonia PRKRA NM_003690; c.665C>T; p.P222L, ho Reported

NM_001313726.1; c.2977G>A,
DN1711: 2 D i -
ADN171143 F No ystonia ANO3 p.Ala993Th, htz Not reported
SGT171930 F 1 No Dystonia, behavioral troubles, cerebellar atrophy on MRI NOL3 NM_001185058; ;5386*; P-ASOTS, Reported
NM_003895.3; ¢.2307T>G; p.D769E,
o L . Not reported
SGT171933 F 11 No Dystonia, tic, cognitive impairment, cerebellar atrophy on MRI SYNJ1 htz
NM_003895.3; ¢.2395C>A; p.L799|, htz Not reported
SGT171951 ™M 2 Yes, brother Generalized dystonia HPRT1 Deletion of exons 7,8,9, hmz Not reported
. . NM_001313726.1; c.1943A>G;
T172 1 Dy - ! !
SGT172065 ™M 0 No ystonia, myoclonia ANO3 p.N648S, htz Not reported
152296.4; c.1! T; p.T613M,
sGT173203 | F 14 No Progressive right lateralized dystonia Atpiaz | NM-152296.4 cmslssc> p-T613M. Reported
N .3; . 5 p-Q1135P,
SGT173288 2 No Multifocal dystonia involving the 4 limb and the face SYNJ1 M_003895.3; ¢ 3;;04A>C P-QLL3SP, Not reported
SGT173350 0,5 No Dystonia, chorea, hypotonia ADCYS5 NM_183357; ¢.1252C>T; p.R418W, htz Reported
SGT173613 F 16 Yes Dystonia, myoclonia, cerebellar syndrome ANO3 NM7001313726,1;‘f;1820T>C; P1607T, Not reported
SGT173690 F 1 ? Generalized dystonia GCH1 NM_001024024.1; c.509+3A>G, htz Reported
1313726.1; ¢.182 5P B
SGT172547 F 12 Yes Dystonia, myoclonia, cerebellar syndrome ANO3 NM_001313726 hfz 820T>C; p.1607T, Not reported
SGT172706 F 1 No Dystonia, behavioral troubles ADCYS5 NM_183357; c.2088+2T>G, htz Not reported
sGT172974 | F 15 No Dopa sensitive dystonia KCNMAL NMfOOMGBSZ';;:WG’A; p-S26N, Not reported
SGT173015 F 0,5 No Progressive dystonia with hypotonia, striatum atrophy on MRI SLC1A3 NM_004172.4; chllSl7A>C; P-E539D, Not reported
ASG173063 M 0 No Dystonia, tonic spasm ADCYS NM_183357.2; c.82C>T; p.H28Y, htz Not reported
SGT176395 F 17 Yes, mother Generalized dystonia with prominent cervical and oro-mandibular involvement GNAL NM_182978; c.652T>C, p.W218R, htz Not reported
SGT181024 ™M ? ? Dystonia GNAL Whole deletion of GNAL, htz Not reported
N 1024024.1; c.671A>G;
SGT182358 ™M 46 No Isolated focal cervical dystonia GCH1 M_00. gkzel:R hfzw A>G Reported

Abbreviations: ho: homozygous, htz: heterozygous, hmz: hemizygous
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Supplementary Table-2: Phenotypes of the 32 patients included in the study

Age at Age at Famil Dystonia Associated
Identity Sex dystonia inclusion . M Consanguinity ¥ e movement Associated clinical features Peculiar Brain MRI findings
history characteristics .
onset (years) disorders
Segmental non
PMD10 F 1year 15 - - progressive upper Myoclonus No -
limb dystonia
PMD17 F 25 years 34 - - Gen?rallzed . No Oculomotor impairment -
progressive dystonia
PMD50 M 6 months 19 R ) Multlfocal non . No Pyra'mldal syndro.me,. s'evere }
progressive dystonia intellectual disability
PMD61 F | 28years 32 + - Focal cervical non No No -
progressive dystonia
PMD62 M | 22years 29 + - Focal cervical non No No -
progressive dystonia
Generalized Pyramidal syndrome, .
PMD70 M 12 years 51 + - . . Myoclonus . . Global cortical atrophy
progressive dystonia oculomotor impairment
PMD70-Fa M 11 years 78 + - Segm?ntal non . No No Not realized
progressive dystonia
PMD70-Bro M 22 years 51 + - Segm?ntal non . No No Not realized
progressive dystonia
Generalized Deafness, pyramidal syndrome, . .
PMD72 M 2 years 26 - + . . No s Basal ganglia T2 hypersignals
progressive dystonia cerebellar ataxia
Segmental non
PMD97 M 20 months 5 - - progressive dystonia No Moderate intellectual disability Right pallidum T2 hypersignal
of lower limbs
PMDOS F Neonatal 12 : B Genere'xllzed nonl Chorea Mild |nte|lectl'1al dI'SabI|Ity, }
progressive dystonia oculomotor impairment
Segmental non Myoclonus,
PMD194 M 7 years 28 - - progressive dystonia 4 tic ’ Mild intellectual disability -
of upper limb
Non progressive Global development dela Cerebral white matter rarefaction,
PMD220 M Neonatal 5 + - p & . No . P s delayed myelination, thin corpus
generalized dystonia Pyramidal syndrome
callosum
PMD221 M Neonatal 075 . B Non Progresswe ) No Global deyelopment delay, Cerebral 'whlte matter rarefaction,
generalized dystonia Pyramidal syndrome thin corpus callosum
P -
PMD252 M 4 years 27 - - rogressive . Myoclonus No -
segmental dystonia
PMD266 M 14 years 29 + - Multlfocal non . Myoclonus No -
progressive dystonia
PMD266-Mo | F 4years 61 + - Segmentzlnon No No -
progressive dystonia
PMD294 M 26 years 29 : B Focal non progressive Myoclonus . Pyramidal Syndrf)me, r'nild B
dystonia intellectual disability, epilepsy
Focal task specific
PMD305 F 16 years 18 - - non progressive No No -
dystonia
PMD321 F | 25vears 44 - - Focal cenvical non No No -
progressive dystonia
PMD322 F 34 years 37 - - Focal cervical non No No -
progressive dystonia
Non progressive
PMD358 F 24 years 34 + - segmental dystonia No Pyramidal syndrome -
of lower limbs
PMD358-Fa | M | 10years 68 + - Non progressive focal No No -
cervical dystonia
Multifocal
PMD388 M 4 years 4 - - u' foca . Myoclonus No -
progressive dystonia
Isolated non
PMD409 M 15 years 24 + - progressive No No -
segmental dystonia
Isolated non
PMD409-Mo F 47 years 53 + - progressive focal No No Not realized
cervical dystonia
P -
PMD466 F 12 years 33 - - rqgresswe . No Cerebellar ataxia Cerebellar atrophy
generalized dystonia
G lized
PMDA479 M 3years 31 + - enere? 1z nonl Myoclonus Intellectual disability -
progressive dystonia
G lized
PMDA479-Mo F 5 year 66 + - enere? 1z nonl Myoclonus Pyramidal syndrome -
progressive dystonia
Paroxysmal non
PMD495 M 15 months 2 - - progressive No No Basal ganglia T2 hypersignals
hemidystonia
Multifocal non
PMD598 M 2 years 10 - - progressive dopa No No -
responsive dystonia
Paroxysmal non Basal ganglia iron deposits and
PMD599 M 2 years 10 - - progressive No Growth delay gang P

hemidystonia

calcifications

Abbreviations: Fa: father, Mo: Mother
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Supplementary 4: Review of the previous Next Generation Sequencing studies in

Dystonia

. . . - L Number of Diagnostic
Strategy used Previous analysis Inclusion criteria Other characteristics . .
patients included rate
Gene panel
. sequencing . .
Carecchio et al. Exome Childhood-onset dystonia (before 18
0 oo including 67 o gfa 0 ( / 65 24.6%
q g genes associated v &
with dystonia
D - - -
Kumar et al. (2) Genom.e None ystonia as prominent phenotypic / 111 11.7%
sequencing feature
D i i i 1
Ma et al. (3) Gene pa.nel None ystonia as prominent phenotypic Panel .analyze.d 48 gen?s 65 24.6%
sequencing feature associated with dystonia
38% of patients Panel analyzed 127
had undergone Early-onset (before 40 years of age) or Movement Disorders
Montaut et al. Gene panel R . - R . ) .
. genetic testing familial form of movement disorders associated genes including 135 15.6%
(4) sequencing K . R . . R .
before inclusion (including dystonia) 69 genes associated with
in the study dystonia
12.7% of patients
. Exome had a previous .
Powis et al. (5 Dystonia as part of the phenotype 189 20.2%
() sequencing dystonia-related v p P P / ?
gene testing
TOR1A GAG
Panel analyzed 30 genes
Gene panel deletion, PANK2 associatedywith d sgtonia
Reale et al. (6) P X and PLA2G6 Dystonia as part of the phenotype 4 . 114 8.8%
sequencing sequencing for all among 65 genes associated
q . & with Movement disorders
patient
Onset of dystonia before the age of 40
years or
positive family history or dystonia
combined with another movement .
E
van Egmond et Gene pa.nel None disorder or co-occurrence of other Panel analyzed 94 dystonia 61 14.8%
al. (7) sequencing K . . associated genes
unexplained neurological or systemic
manifestations or
paroxysmal dystonia or laryngeal
dystonia
Gene panel
Wirth et al. Exome .seque.ncmg Early-onset (before 40 years of age) or Family based (required
. including 69 . R S o 32 34.4%
(present study) sequencing . familial form of dystonia availability of relatives' DNA)
genes associated
with dystonia
Exome Early-onset generalized dystonia Family based (required
Z . R oL . 1 .59
echetal. (&) sequencing None (before 30 years of age) availability of relatives' DNA) 6 37.5%
All cases
underwent
Exome different gene
Zech et al. (9) R panel testing Combined or Complex dystonia / 13 69.2%
sequencing

before being
included in the
study
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2.2 Expansion du spectre phénotypiques des dystonies

associées a GNAO1
2.2.1 Encéphalopathie liée aux variants pathogenes dans GNAO1

A la suite du premier travail de cette thése, nous avions pu identifier quatre patients
provenant de deux familles différentes présentant une dystonie de transmission autosomique
dominante en lien avec des variants délétéeres hétérozygotes (NM_020988.3):c.644G>A;

p.Cys215Tyr et (NM_020988.3):c.617G>A; p.Arg206GIn dans le gene GNAO1.

GNAO1 est un géne codant pour la sous unité Gao d’une protéine G hétérotrimérique
impliquée dans la neurotransmission dopaminergique au niveau striatal (103). Le r6le de Gao
dans la transmission dopaminergique est illustré sur la Figure 9. Les variants pathogénes dans
GNAO1 ont été rapportés dans deux phénotypes principaux: des encéphalopathies
épileptiques séveres (104) et dans un trouble du neurodéveloppement associé a des
mouvements anormaux. |l s’agissait soit de mouvements anormaux choréiques, soit d’'une
dystonie généralisée sévere apparaissant au cours d’une exacerbation (status dystonicus)
(105). Une déficience intellectuelle profonde ou sévére s’associait a ces deux tableaux

cliniques. L'ensemble des variants pathogénes identifiés étaient des variants de novo.

Le phénotype présenté par nos patients identifiés dans le premier travail de cette these était
ainsi surprenant pour plusieurs raisons :

1) 1l se transmettait selon un mode autosomique dominant alors que I'ensemble des
variants pathogénes rapportés jusqu’alors étaient de novo.

2) Certains patients présentaient une dystonie apparaissant a I’age adulte alors que la
plupart des patients rapportés jusqu’a présent présentaient une dystonie débutant
pendant la petite enfance.

3) Certains patients présentaient une dystonie focale ou segmentaire non progressive par
opposition au phénotype généralisé rapidement progressif observé chez les sujets
rapportés dans la littérature.

4) La plupart des patients ne présentaient pas de déficience intellectuelle, méme légére,

contrairement aux patients rapportés dans la littérature.
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Figure 9 : Voie moléculaire impliquant GNAO1 (d’aprés Feng et al.) (11,103)

Inhibitory

D1 dopamine -

A2A adenosine Stimulatory

Le récepteur a la dopamine active Gao la protéine codée par GNAO1, qui va moduler la
production d’AMPc en fonction du type d’adénylate cyclase avec laquelle elle interagit, par
exemple celle codée par ADCY5, aprés avoir formé un hétérotrimere avec Gy et GB1 codée

par le gene GNBI.

L’AMPc est catalysée par des phosphodiestérases codées par les genes PDE10A ou PDE2A, au
sein desquels des variants pathogenes a 'origine de mouvements anormaux ont également

été rapportés (23,106,107).
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Nous avions noté que quelques patients présentant un phénotype plus léger avaient
néanmoins été rapportés dans la littérature. Parmi eux, un patient porteur du méme variant
pathogene (NM_020988.3):c.644G>A; p.Cys215Tyr retrouvé chez deux patients issus d’une de

nos familles (108).

Nous avons émis I'hypothese que de tels variants pathogenes dans GNAOI1 pourraient
représenter une cause génétique de syndrome dystonique d’apparition plus tardif ou de
sévérité moindre en comparaison aux phénotypes qui avaient jusqu’alors été décrit dans la

littérature.

Pour tester cette hypothése, nous avons utilisé la plateforme collaborative Genematcher afin
d’interagir avec des cliniciens et des généticiens assurant le suivi de patients porteurs de

variants pathogénes dans GNAOQO1 et présentant un phénotype léger.

Ce phénotype léger était défini par I'apparition de la dystonie aprés deux ans de vie, I'absence
de déficience intellectuelle profonde ou sévere, I'absence d’encéphalopathie épileptique et

I’acquisition de la marche.
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Abstract

Background: Most reported patients carrying GNAOI mutations showed a severe phenotype

characterized by early-onset epileptic encephalopathy and/or chorea.

Objective: To characterize the clinical and genetic features of patients with mild GNAO!-

related phenotype with prominent movement disorders.

Material and methods: We included patients diagnosed with GNAOI-related movement
disorders of delayed onset (>2 years). Patients experiencing either severe or profound ID or

early onset epileptic encephalopathy, were excluded.

Results: 24 patients and one asymptomatic subject were included. All patients showed dystonia
as prominent movement disorder. Dystonia was focal in 1, segmental in 6, multifocal in 4 and
generalized in 13. Six patients showed adolescence or adulthood-onset dystonia. Seven patients
presented with parkinsonism, 3 with myoclonus. Dysarthria was observed in 19 cases. Mild and

moderate intellectual disability were present in 10 and 2 cases, respectively.

Conclusion: We highlighted a mild GNAOI-related phenotype including adolescent-onset

dystonia, broadening the clinical spectrum of this condition.
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Introduction

GNAOI mutations have been associated with two phenotypes: a severe, early-infantile epileptic
encephalopathy  with  burst-suppression  (EIEE17, OMIM# 615473(1)) and a
neurodevelopmental disorder with involuntary movements (NEDIM, OMIM# 617493(2—4)),
with or without seizures. GNAO! encodes the a-subunit of a heterotrimeric guanine nucleotide-
binding protein (Ggo), Which is widely expressed in the central nervous system, playing an
important role in signal transduction through AMPc metabolism in the striatum(2,5,6). As the
number of reports increased, it became evident that GNAOI-related encephalopathies
encompass a continuous spectrum of neurological syndromes featuring variable association of
movement disorders, psychomotor delay, intellectual disability (ID) and different types of
epilepsy(2,7). GNAOI-related movement disorder usually starts in infancy. Choreoathetosis is
usually described with spontaneous or trigger-induced exacerbations, potentially leading to
status dystonicus, as a hallmark of the disease(2). Most patients reported so far showed a severe
phenotype, with recurrent exacerbations and significant disability. However, few atypical,
milder cases, with movement disorder onset in late-childhood or adolescence, no acute
exacerbation and less severe disability have been identified using next generation sequencing
techniques(8—10). In this study, we characterized the clinical and genetic features of a cohort
of patients with mild GNAOI-related phenotype characterized by prominent movement

disorders, further expanding the spectrum of this condition.

Material and Methods

Patients

Patients carrying causative heterozygous variants in GNAO! and exhibiting mild phenotypes
were included from 18 neurology and neuropediatric movement disorders reference centers
from the United States of America, France, Israel, Switzerland, the United-Kingdom and Italy.
Mild phenotype was defined by i. lack of severe or profound ID; ii. lack of early-onset epileptic
encephalopathy; iii. late-onset (i.e. after 2 years of age) appearance of movement disorders; iv
acquisition of walk. Patients were recruited through an international collaboration mediated by
the online platform Genematcher(11). All patients were assessed by neurologists or neuro-
pediatricians with an expertise in movement disorders. Patients’ phenotypes from family 6 and
family 4, which were previously reported elsewhere, were added in the cohort as further clinical

data were obtained.
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Genetic analysis

CGH-array, gene panel, exome and genome sequencing were performed as previously
reported(9,10,12—15). Detailed procedures of the sequencing including library preparation and
bioinformatic analysis are available in Supplementary. Variants were considered as causative
if they fulfilled the following criteria: (1) known disease mutation reported in ClinVar or (2)
loss-of-function variant including protein truncating variants, frameshift indel, large deletion
and splice site changes predicted to cause aberrant splicing, or (3) missense variant with a
CADD score>20, absent in GnomAD and predicted to be deleterious by at least two additional
algorithms (Polyphen-2, SIFT and Mutation taster). Additionally, variants class of
pathogenicity was reported according to the American College of Medical Genetics and

Genomics (ACMG) guidelines(16).

Ethics

All patients and relatives gave written informed consent before genetic analysis. Strasbourg
University Hospital review board gave approval for the exome sequencing of family 4 and 6
which were performed in a research framework. Genetic analysis for other families were

performed for diagnostic purposes.

Results

We included 24 patients (15 females) and one asymptomatic carrier from 20 different families.
Patients’ clinical characteristics are shown on Table-1. Mean age at inclusion was 23.8 years
(range: 5-66), mean age at disease-onset was 6.6 years (range: 0.25-47) while mean age of
dystonia onset was 10.1 years (range: 2-47). Initial manifestations included dystonia in 10 cases
(41%), myoclonus or seizure in one, developmental delay in 13, language delay in 4, motor
delay in 9 and hypotonia in 4. Seven patients were from 3 unrelated families showing autosomal
dominant inheritance, while all others were sporadic cases due to de novo mutations. Pedigrees

of these three families and video of patients are available in Supplementary.

Dystonia was the main movement disorder in all cases, prominently affecting multiple segments
of the upper body part for 21 patients or being limited to the cervical segment in a single patient.
Dystonia was isolated, namely not associated to any other symptom, in 7 cases (29%), Dystonia

was the only movement disorder in 13 cases and was combined with other movement disorders
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in 11, namely myoclonus in 3, chorea in 2 and parkinsonism in 7 (with 2 patients combining 3
movement disorders). Only three patients presented an acute exacerbation of dystonia. Dystonia
course was non-progressive for 11 patients. Dystonia topography was generalized in 13 cases
(54%), multifocal in 4, segmental in 6 and focal in 1. Dystonia was associated with
dysarthria/anarthria in 19 cases. Early-onset hypotonia preceded dystonia in 11 cases. Dystonia
was associated with ID in 12 cases (mild for 10 and moderate for 2). Seizures occurred in 3

patients between 4 and 19 years of age. MRI imaging was unremarkable for all patients.

Movement disorders response to medication, including anticholinergic drugs, levodopa,
tetrabenazine, amantadine, clonazepam or methylphenidate, was variable. Six patients received
pallidal deep brain stimulation (DBS) with significant improvement for five of them. Detailed

treatment outcomes are available in Supplementary.

Mutations carried by the patients can be seen on Table-1. Details regarding pathogenicity
assessment are available in Supplementary. Apart from the p.R206Q, all variants were
classified as pathogenic (class V) according to the ACMG criteria. In Family 4, we identified
three patients with the R206Q variant, which was classified as a Variant of Uncertain
Significance due to the presence of an unaffected carrier, 4-D, son of 4-C despite meeting other
criteria of pathogenicity (absent from GnomAD, unanimously predicted damaging by in silico
tools, affecting a highly conserved residue located in a hot spot without benign variation
(criteria PM1, PM2, PP2, PP3). A recurring splicing variant (c.724-8G>A), previously reported
in ClinVar, was identified in 8 patients (33%) showing late-onset and/or segmental dystonia.
Previous report showed this variant to damage the natural splice acceptor site and create a
stronger cryptic splice acceptor site in intron 6, resulting in the insertion of two amino acids
leading to protein mislocation(17). Two patients were carrying a nonsense variant (p.N256%)
and one was carrying a large deletion encompassing GNAQOI. Other mutations (p.L23P;
p-K46R; p.R179G; p.R206Q; p.E208N; p.C215Y; p.N242T) were all missense variants absent
from GnomAD. The previously reported pathogenic p.C215Y variant(8) was found in three

unrelated families. All variants were close to known mutational hot spots (Figure 1).

Discussion

Herein, we report a large cohort of patients with mild GNAO/-related phenotypes, experiencing
prominent movement disorders without severe chronic encephalopathy. The typical phenotype

was a non-progressive generalized or focal/segmental upper body dystonia appearing beyond
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infancy, associated with dysarthria. Acute exacerbation occurred only in three patients and 29%
of patients were showing isolated dystonia without additional neurological manifestation. Our
inclusion criteria were able to identify these phenotypes that were in contrast with most of the
previously reported patients with GNAOI-related movement disorders, who showed severe
hyperkinetic encephalopathy with recurrent dystonic exacerbations(18,19), and profound

developmental delay(3,7) with or without epilepsy in the first year of life(1,7).

Dystonia distribution was segmental or focal in 7 patients and clinical course was non
progressive in 11, while most of the previously reported patients with GNAOI-related
movement disorders had generalized and rapidly progressive dystonia(2). Dystonia topography
revealed prominent upper body distribution in most of our patients, reminiscent of the clinical
pictures associated with other dystonia-related genes, such as GNAL(20,21) or ANO3(22,23).
Seven patients also exhibited mild parkinsonism which is consistent with the role of Gy, in the
signal transduction within the striatal projection neurons downstream of the dopamine

receptors(6,24).

We identified three autosomal dominant families where multiple symptomatic relatives carried
heterozygous variants, which was in contrast with all the previously reported cases who showed
de novo mutations(2). One p.R206Q carrier was not presenting any clinical sign evocative of
GNAO]I-related disorders. The similarities between this family’s phenotype and the other cases
- all showing upper body distribution - argue for the implication of the variant, while no other
class IV-V variant in a dystonia-related gene was identified. Additionally, a family member
carrying this variant had disease onset in his forties, meaning the 30-year-old asymptomatic
carrier could be potentially pre-symptomatic. Future identification of autosomal dominant
family with GNAOI-related dystonia and follow-up of this patient might confirm whether

incomplete penetrance is possible in GNAO1-related disorders.

Response to medication was variable in our cohort. No significant response to levodopa was
identified in our cohort, but three patients had partial response to anticholinergic drugs, which
was in accordance with previous findings from the literature(2,4,25). Conversely, the outcome
was good in five of the six patients who received deep brain stimulation further confirming its

efficacy in GNAOI-related dystonia(26).

Most of the variants identified in the present work were not reported among previously

published cases showing severe phenotype, and two variants recurred in multiple families,
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suggesting that mild phenotypes could be related to specific mutations. However, the variants
we identified were close to previously reported hot spots (Figure 1), leading to amino-acid
substitution in the same functional domains. Further studies are needed to elucidate if these
different variants have a milder impact on protein function. Additionally, we identified 2
putative loss-of-function variants (a nonsense variant and a whole-gene deletion), presumably
affecting protein expression and possibly causing GNAQO!I-haploinsufficiency. All 3 carriers
were presenting late childhood/adolescence onset dystonia without ID. So far, no report
described the phenotype of patients harboring GNAOI-nonsense variants. Few patients with
chromosome 16q deletions encompassing GNAOI have been described, all harboring
significantly larger deletions compared to our case and showing variable associations of
dysmorphisms, microcephaly, seizures and developmental delay(27). Although previous
research suggested that loss-of-function variants were mainly responsible of epileptic
encephalopathy while gain-of-function mutations were mostly associated with a movement
disorders prominent phenotype(5), recent evidence suggests that pathogenic variants exert their
effect through a combination of dominant-negative and loss-of-function mechanisms, and each
mutation likely produces circuit-selective effects through a peculiar mechanism of signaling
disruption(28). The expanding spectrum of associated phenotypes and disease-causing variants
provide further evidence that genotype-phenotype correlations are nuanced, and GNAOI-
related disorders shape a continuous spectrum of overlapping phenotypes, rather than distinct
entities(28). Our study carries some limitations, including the retrospective design and the lack
of formal assessment in several cases. Herein, we highlighted the milder GNAOI-related
phenotypes, broadening this condition clinical spectrum. GNAOI mutations should be
considered as a cause of adolescent or adult-onset non-progressive dystonia, particularly in the

presence of a speech involvement even in the absence of seizures or ID.
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Whole Exome Sequencing

Family 1,2, 13

Whole-exome sequencing was performed only in the proband (singleton) using Agilent in-
solution enrichment methodology to capture 50-Mb exons (SureSelect Human All Exon v5
kit, Agilent Technologies, Santa Clara, CA), followed by paired-end 75 bases massively
parallel sequencing on an HiSeq 2000 (Illumina, San Diego, CA). The bioinformatics analysis
of the sequencing data was based on the Illumina pipeline (CASAVAI1.8.2) (reference
sequence hg19). Variants were sorted using ERIS (Exome Resequencing Intelligent Sorter,
http://eris.integragen.com/) according to the abovementioned criteria. We restricted our
analysis to rare (Minor allele frequency <0.005 in databases gnomAD, ESP, dbSNP,
1000genome), nonsense, missense substitutions, mutations in canonical splice sites and indel
variants located in coding regions. Filtered variants were analysed using the interactive
biosoftware ALAMUT V2.10, which uses several computational (in silico) predictive
programs that makes an overall predication of potential pathogenic variants, notably for non-
synonymous variants (SIFT, MutationTaster, and PolyPhen-2), for splice variants
(GeneSplicer, MaxEntScan, NNSplice and SpliceSiteFinder-like), and evolutionary
conservation of the residues across vertebrates and invertebrates (PhastCons and PhyloP)

(http://www.interactive-biosoftware.com/).

Family 4, 6

Genomic DNA from peripheral blood samples was extracted according to standard procedures.
An exome capture kit (SeqCap EZ Exome probes; Roche-NimbleGen) was used to target all
exons. Exons capture was followed by massive parallel 150pb paired-end sequencing (Illumina,
San Diego, CA, USA). Read mapping and variant calling were performed following standard
bioinformatics procedures. Filtering and prioritization of the variants were conducted using an
in-house interactive Paris Descartes bioinformatics platform pipeline based on the Ensembl
database (release 67). Variants were filtered according to their frequency (1%) against the
dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), 1000 Genome Project
(http://www.internationalgenome.org/), ExAC (http://exac.broadinstitute.org/) and GnomAD
(http://gnomad.broadinstitute.org/about) databases. In silico prediction of variants
pathogenicity was performed using SIFT, PolyPhen and Mutation Taster. Cadd score was also

integrated to the prioritization criteria, and a cutoff of 20 was used to determine deleteriousness.
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All pathogenic or likely pathogenic variants identified by Whole Exome Sequencing were

confirmed by Sanger sequencing on both patients and asymptomatic parents.

Family 14, 15, 16, 17,

Using genomic DNA from the proband and parents, the exonic regions and flanking splice
junctions of the genome were captured using the SureSelect Human All Exon V4 (50 Mb), the
Clinical Research Exome kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) or the IDT xGen
Exome Research Panel v1.0. Massively parallel (NextGen) sequencing was done on an
[llumina system with 100bp or greater paired end reads. Reads were aligned to human
genome build GRCh37/UCSC hgl9 and analyzed for sequence variants using a custom-
developed analysis tool. The general assertion criteria for variant classification are publicly
available on the GeneDx ClinVar submission page

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/submitters/26957/)

Family 7

Using genomic DNA from the proband, the exonic regions and flanking splice junctions of
the genome were captured using the panel V1 DGMBC (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA). Next Generation Sequencing was performed on lon Proton platform (Thermo Fisher).
Bioinformatic analysis were performed using Torrent suite for alignment on the human
genome build GRCh37/UCSC hgl9 and variant calling. The VarAFT software was used for
variant annotation using ANNOVAR and UMD predictor. Analysis was filtered on dystonia-
related genes, including GNAOI.

Whole Genome Sequencing

Family 5

Whole Genome Sequencing was performed through the 100K Genomes Study (The National
Genomics Research and Healthcare Knowledgebase v5, Genomics England.
doi:10.6084/m9.figshare.4530893.v5. 2019).

Family 10, 11, 12

Whole Genome Sequencing was performed by BGI using the DNBSeqTM next-generation
sequencing technology platform, using 100bp paired-end reads. Variant calling was
performed using SAMtools, SOAPsnp and GATK. Reads were aligned to the GRCh37/hg19
reference genome. Variant prioritisation was performed using QIAGEN Ingenuity Variant

AnalysisTM followed by variant analysis using AlamutR Visual 2.11
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Targeted gene panel sequencing

Family 3

Targeted sequencing of index cases’ DNA was performed using a mean of a customized panel
(Nextera Rapid Custom Enrichment, [llumina, San Diego, CA), including 102 genes, selected
in accordance with the results of a systematic literature review of studies of MD-associated
genes. The panel was designed with the [llumina Design Studio tool. The region of interest
was the coding sequence of each gene with a 20 bp intronic flanking region to include
splicing mutations. The 3" and 5' untranslated regions (UTRs) were included in the sequenced
region only in genes with previously described pathogenic variants in the UTRs. Gene
libraries were obtained from a Nextera Rapid Capture Target Enrichment Kit and sequenced
on a MiSeq platform (Illumina). The generated reads were aligned to human genome
assembly hg38 (December 2013, GRCh38). Variants were called using the HaplotypeCaller
tool of GATK software, version 4.3 (Cambridge, MA, USA) and annotated with the
ANNOVAR software tool (Wang et al., 2010). Annotated data were filtered to exclude
intronic and synonymous variants that were not predicted to affect splice sites, as well as
variants with reported minor allele frequency (MAF) > 0.01 in publicly available resources on
human variation, such as dbSNP ver. 144, 1000 Genomes, Exome Aggregation Consortium
(ExAC), NHLBI Exome Sequencing Project Exome Variant Server (EVS). Missense variants
of suspected pathogenicity were investigated using in silico prediction tools, including
PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT (http://sift.jcvi.org/),
MutationTaster (http://www.mutationtaster.org/), and Alamut (https://www.interactive-
biosoftware.com/). Changes affecting the splice site were investigated with Human Splicing

Finder (http://www.umd.be/HSF/).

Family 8, 11

Dystonia Targeted Gene Panel Sequencing was performed in Sheffield University Hospital, as
previously described (https://www.sheffieldchildrens.nhs.uk/download/321/ngs/9793/next-

generation-sequencing-v8.pdf)

Family 18

Genomic DNA was extracted from EDTA blood using standard methods. Libraries were
prepared with either an AmpliSeq custom targeted gene panel (Thermo Fisher Scientific), a

custom SureSelect XT gene panel, or a virtual gene panel extracted from SureSelect XT
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Human All Exon v6, SureSelect XT Human All Exon v7, or SureSelect XT Clinical Research
Exome (Agilent Technologies). The libraries were sequenced on the Ion Torrent PGM system
(Thermo Fisher Scientific) for the custom panels, or the NextSeq 550 (Illumina) or the
NovaSeq 6000 (Illumina) for virtual panels extracted from exomes. For the Ion Torrent PGM
data, reads were mapped to hgl19 with the torrent suite software (Thermo Fisher Scientific)
and variant calling was performed with Strand NGS software. For the NextSeq 550 and
NovaSeq 6000 data, reads were aligned to hg19 with the Burrows-Wheeler Aligner and

variants were called with Freebayes software.

CGH-Array (Family 20)

Genetic analyses were performed after obtaining informed consent. DNA was extracted from
the lymphocytes of the patient with the QIAmp DNA Blood kit from Qiagen (Qiagen, Hilden,
Germany) following the manufacturer’s instruction. Detection of copy number variations
(CNV) was performed by comparative genomic hybridization (CGH-array) experiments using
a 60 K oligonucleotide microarray (SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit, 8 x 60K,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). The array-CGH procedures were performed in
accordance with the manufacturer’s instructions. Profiles were analyzed using the CGH-
analytics software v2.7 and ADM?2 algorithm application. The array-CGH results were
analyzed using the GRCh37 genome assembly.

78



2J9Yymas|d papiodad Ajsnoinaid auam saaudipad g Ajlwed pue ¢ Ajlwe4 "T-9|gel ul pa3iodal sased 9yl Juasaldad S191197

@
mv [ [Ja O

@ mv oondl e: @° [
O] @ O] (¥ g A g M E n
S Vg W g 4

6T Ajlwed 9 Ajlwed v Allwed

SjuelleA aAllesned-TOVND YiIM pajeldosse S19pJaosip jJuswaaowl >__Em"_. 9yl jo mwwgm_twn_

79



80

‘TT ‘0T ‘6 Awey

onou
Jueuiwop . 1ueuiwop
oAOU 3Q [ewosoIny OAOU 3Q OAOU 2Q oAOU 3@ a2 ‘Jueulwop OAOU 3Q [ewosony OAOU 3Q OAOU 3Q 0oAOU 2Q aduepdyu|
|ewosoiny
oluadoyie J1uadoyie oluadoyie oluadoyie oluadoyie oluadoyie Jluadoyie Soue Bis oluadoyie oluadoyie J1uadoyie SSeP
! yied ! yled ! yied ! yied ! yied ! yied ! yied wiepsuN ! yied ! yied ! yied Juenep
(o1ua8oyied
paliodas 10N pawodas JoN uasqy pawiodad 10N Aj@yj11/21us8oyaed) paliodals 10N uasqQy pauodal JoN palodas 10N paliodas 10N paliodas 10N Jeaul]d
SOA
. . . ‘ €dd ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
. . Tdd €dd “¢dd €dd 7INd €dd VINd "CINd P . P €dd "¢dd €dd "¢dd . . . €dd "¢dd “CINd €dd 'tdd BRI
CINd “TSd ‘TSAd . . . . P . . . . . . ¢dd ‘Tdd CINd . . . . . . €dd “¢dd ‘TINd TSd . P P . P
CINd "TSAd CINd 'TINd “¢Sd CINd "TINd “¢Sd TINd "Sd “¢Sd TN “vSd ‘ZSd CINd TN “¢Sd CINd "TINd 'PS9 TINd "ZSd CINd ‘TINd TSd SINDV
(%9°€L
- :ueasuaxeln)
/ / / / Kayetuouqe / / / / / / nwely
Bupyds
/ 3uisned aseasiq | Suisned aseasig 3uisned aseasiq 3uisned aseasiq Suisned aseasiq | (T) Buisned aseasiq 3uisned aseasiq 3uisned aseasiq Suisned aseasiq | 8uisned aseasig :M”«Mum-.__._z
/ (00°0 :2400s) (00°0 24025) (00°0 :4093) / (00°0 :24003) (000 (000 (000 (00°0 24025) (00°0 24095) 1418
snolale|ag snoua13|3g snoa13|ad snoa13|3g 9J025) snolv1s[eQ | :9403S) snolss|ag 9J02S) snowsls|ag snola13|3g snoua13|ag
(T 24008 (0T 24008 (T :2402s (866°0 :2400s . . . (000°T :2402s (000°T :2400s
/ aH) BuiBeweq QH ) Suiewep QH) 8uiSeweq / QH) 8uiBeweq (T 134095 QH) (866°0 :2409S QH) (666°0 :2409S QH) QH) 8uiBeweq aH) SuiBeweq uaydAjod
SuiBeweq Ajgeqoud | SuiBeweq Ajqeqoud | SuiSeweq Ajgeqoud
Alqeqoud Algeqoud Algeqoud Alqeqoud Algeqoud Algegoud
/ 14 1€ L'vT €ve T'6C 1'8¢C 1°6C €ve clLe 87T ppe)
TOVN9 Suissedwiodud 7y ‘495¢N'd | 23y ‘lepgpzn|o-d 2y ‘Leyend 2y Y<O8-TLD 21y ‘ASTeDd 71y ‘Ngoz3d 71y ‘D90zY'd 1y 21y “Yopy-d 2y ‘deg1d S
(opisLE 03 €£T) TTTDIT ‘1dnpg9/ I<VLELD D<VSeLd [£-886020~ WN] V<OPY9d <979 Y<OLT9D ‘D6LTYH"d 'DYSES™D ‘O<VLETD <189 noc.\zu
ur uonajap snosAzossleH | [€'886020 NI | :[€'886020 INN] | [€°8860Z0 IAIN] [€'886020 IAIN] [€'886020 AIN] [€'886020 AIN] [€'886020 IAIN] [€'886020 AIN] | [€'886020 NI
0z Anwey 6T Ajiwey 8T Ajjwey LT Ajjwey A 8 ‘L ‘9 Ajjwey S Ajjwey v Ajlwey € Ajpwey z Anwey T Ajjwey aluaned




«9S¢N'd A9tz3d 1zveN'd AGTZDd Ng0z3'd

X, giay vyxxyy yofeprfrprrrrey y¥x¥yx 7} .

araad ISAATWIYHE NILLIAEH IYIAdEAD ejoeub ouas °g
aramy ISAATII9d NILLITEH D Mprapa099Ad L-eob suebaja "9
araad ISAATWIYH NILLITEH 9 JIE099A0 LOVNDO s/Adg] "X
aram ISAATITI94 NILLITEH ) JIE099AA LOVNOSsnjjeb o
araad ISAATWIgH NILLIAEH D JIE099AA LOVNO snine} 'g
araad ISAATWIYHE NILLIAEH 2 AFka®ooA0 Loeus snalbaaiou Yy
araad ISAATWIgH NILLITEH JEIMDIY MIEEE099A0  LOoeUu9 snjnasnw "y
araad ISAATWIYHE NILLIAEH OHIMDIY mwoiabEtoona VOVNO suardes 'H

€e pae 9 u1910.4

y¥yxyydyhkxxyy XXYyxy x

mwnraEEpoona SEOVOT ¥I1I9a TS ejoeub ouas '
monEEpooAd SEOYOT YOWOa TINIS L-eob suebaja "9
mpraaqdapoond SEOVOT YIADA HIONS LOVND SIrdg] 'X
woraadapoona SEOVDT ¥SIOa ATWDIS LOVNOSsnjjeb ‘9
moraagapoona SEOVOT ¥SI9a IIWIS LOVNO snunej °g
mprEIpooAa SEOVDT ¥SIOa TITIS  Loeus snajbaniou 'y
mwprEapooaa SEOVDT ¥SI9d ZITIS  Loeus snnasnw ‘y

MTIHSEPO9OAA , SHHOVYOT ZSIod HIW¥S LOVND m:w..Qmm ‘H
090¢y d 06/TYHd ot d dgc1d




Supplementary Table
In silico tools prediction and variants class of pathogenicity according to the
American College of Medical Genetics and Genomics recommendations.

Supplementary Figure

Conservation of affected residues across evolution. All coding sequence
variants caused substitution or deletion of evolutionarily conserved amino
acids. Homologous sequences were aligned using the Clustal Omega program
(see Analysis Tool Web Services from the EMBL-EBI. (2013) McWilliam H, Li W,
Uludag M, Squizzato S, Park YM, Buso N, Cowley AP, Lopez R Nucleic acids
research 2013 Jul;41(Web Server issue):W597-600 doi:10.1093/nar/gkt376) on
UniprotKB (https://www.uniprot.org/uniprot/).
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Treatment outcome trestment effects in
cetail
N Trial period ¥ quantification of | Sice-effects | Please describe treatment
Patient Ongeristameation | = e . ,,,,::5,‘ ostcome iz| (Yes/! side-effects in cetail
mics otper (resirie}
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hers
3 months
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asiny cizcontinuation
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Time period ponse
not available | B Imw :‘WE
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3423425 mg
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a— " s . optimization (23%
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i with gasapentin
intiation)
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Qef:w D85 is switched off.
im
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Time period

[not aveilmbie
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Amantadine avmilabie No changes No changes No charges Nochanges No changes No changes Agitated; no Yes Agitated
. - improvement
12 moee Titrated up from 1 mg
nighty for 1 weekto 1
;LSII?’ mg twice 2 cay x 2
1y -2 Mg months with marginal
5 1™ imwin X .
Trinexypheniyt Much improved NA NA Much improved NA NA dr:mm. Yes Mia :Zem"n" mia
Titrated upto 2 mg,
. 1mg with 30%
Patient 15-A Contisusing m”nfnmmgu ampiitude
and frequency of
Y
2 months o
125 mgtia Siesp cizturpance, daytime
fatigue, lack of enerpy: did
Tetrabenazine No changes NA NA Minimaity improvec NA NA / Yes not improve with lowening
anc was
cizcontinued
Time period
not aveilabie| -
R, Nawzes and vomiting; led to
Patient 16-4 |Levodope N Nocnanges No cnarges No charges No changes No changes prowme ves dscontinuation of
Time period
[not aveilable i in
Levodope Much improved NA NA NA NA NA Cyztonia - hes residual No Naone
3 mg cenical dstonis
Patient 17-2  Continuing
Time period B
. § ot avaitbie| B Improvememint in
Trihexyphenidyt Minimally improved Na NA Na NA NA dystonis - resicual No Nare
12 mg asily cenical dystonia
Continuing
Time period
and
Haloparical ot avsissble No changes No changes NA Nochanges NA NA / No !
Time period
and
Yliﬂywﬂlw not available No changes No changes NAa Nochanges NA NA / No !
Time period
and
Tetrabenazine ot avsilable No changes No changes NA Nochanges NA NA / No !
Patient 18-A
Time period
and
Clonidine ot availsble|  Minimally improved No changes NA Nochanges NA NA / No !
Durstion of
stimutation
10 years
Deep brain
. X stimuiation Improvement of 30%
SPiDeepERIn | ameters Much improved Nochanges Na Moz improved NA NA on BFMDRS 2 years No I
Stmuation not aveilabie after surgery
Type of
device
implanted:
ACTIVA RC
o Before 2000 and follow:
2’ period 1 in the Department;
not availabie mw ot
Clonazepam No changes NA NA NA NA NA ocaTence of an No !
epileptic seizure at
Conazepam
ciscontinuation
Durstion of
Patient 198 stimutation Since sugery was
4 years performed, there waz
Deep brain no recurrence of
stimutation painful ic
Gpi Deep Brain parameters . spasms in the neck,
Stmuation LA V/mAGD Much improved NA NA NA NA NA e were nct No !
us130Hz: E1- repiaced since 2004;
Type of she continues to be
 gevice folllowed with a stadie
implanted; dinical examination.
nrell Ii;
20 mg/ any
B . Time peri
Trineqpreniayt [ -:::e ! g 3 g NA NA ! No !
Contirwing
B
Patient 20-A | Clonazepam ”im:( No changes No changes No charges No changes No changes No changes / No !
30 mg /anyz
Baciofen Time period No cha No N Nocha No No cha ! No !
ot aveimble nges changes o changes o changes changes nges
L
Treatment outcome was measured by the clinician using a dinical global improvement scale with 7 ranks: Very much impe Much impr proved, No changes, Much Very much
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2.3 Dystonie combinée: les syndromes dystonie-

parkinsonisme liés aux mutations dans NR4A2 et PPP2R5D
2.3.1 Génétique des syndromes dystonie-parkinsonisme

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux causes génétiques manquantes de

syndrome dystonie-parkinsonisme de début précoce.

Le syndrome dystonie-parkinsonisme correspond a une forme particuliere de dystonie
combinée et se définit comme I'association d‘une dystonie a un syndrome extrapyramidal

(38).

Le syndrome extrapyramidal, ou syndrome parkinsonien, se définit cliniquement par
I’association d’une akinésie, c’est-a-dire d’une lenteur et d’'une diminution d’amplitude des
mouvements volontaires, et d’'une hypertonie plastique caractérisée par une résistance au
mouvement passif au niveau d’une articulation, non dépendante de la vitesse ou de la
direction du mouvement. Le syndrome extrapyramidal peut inclure également mais de facon
inconstante un tremblement de repos (109). Il témoigne d’un trouble de la transmission
dopaminergique pouvant correspondre a une perte neuronale au niveau de la substantia nigra
pars compacta, telle qu’elle peut étre observée dans la maladie de Parkinson, qui est la

principale cause de syndrome extrapyramidal neurodégénératif sporadique (110).

La dystonie s’associe d’autant plus fréquemment au syndrome extrapyramidal que celui-ci va
débuter précocement au cours de la vie (111). Ainsi, les formes génétiques de syndromes
parkinsoniens juvéniles vont fréquemment comprendre des mouvements anormaux
dystoniques. Pour cette raison, toute dystonie des membres ou généralisée débutant
précocement au cours de la vie doit amener a rechercher une dopasensibilité de la
symptomatologie, d’une part afin de guider les explorations génétiques et le phénotypage,

d’autre part dans I'optique d’améliorer la symptomatologie des patients (1,32).
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Parmi les causes génétiques de syndrome dystonie-parkinsonisme de début précoce, on
distingue plusieurs entités nosographiques telles que les syndromes dystonie-parkinsonisme
liés aux variants bialléliques perte de fonction dans le gene PRKN (112). Ces derniers sont
responsables d’une authentique maladie de Parkinson juvénile sensible a la lévodopa
caractérisée par la présence fréquente d’une dystonie des membres inférieurs, qui peuvent
occasionnellement prendre un caractére paroxystique. De facon intéressante, les analyses
anatomopathologiques de cerveaux de patients porteurs de mutations bialléliques dans ce
géne ne retrouvent habituellement pas de corps de Lewy ou de dép6ts d’alpha synucléine, qui
est un marqueur pourtant classique de la maladie de Parkinson, mais une perte en neurones

dopaminergiques au niveau de la substantia nigra pars compacta (113).

Les variants pathogenes dans le géne TAF1 sont responsables d’'un syndrome dystonie-
parkinsonisme de type Lubag, suivant une transmission lié¢ a I’X et incluant de fagon
inconstante de la chorée et des myoclonies (114). La mutation responsable est un SINE-VNTR-
Alus rétrotransposon au niveau de I'intron 32 de TAF1, aboutissant a un épissage aberrant et
a une rétention partielle de l'intron (73). Cette mutation est caractérisée par un effet
fondateur dans la population des Philippines, le diagnostic de cette dystonie dans la

population européenne reste ainsi exceptionnel.

Plus fréquents sont les variants pathogenes hétérozygotes dans ATP1A3 responsables d’un
syndrome dystonie-parkinsonisme de début rapide. Les symptomes apparaissent
classiqguement en quelques jours ou semaines a la suite d’une infection ou de I'exposition a
une importante quantité d’alcool. La symptomatologie est ici peu sensible a la Iévodopa et

tend a rester stable apres I'acces, qui peut parfois récidiver (115).

Plus récemment des variants pathogenes hétérozygotes dans le gene GCH1, ou bialléliques
dans les génes TH et SEPR, codant pour des enzymes impliqués dans le métabolisme de la
dopamine et associés a une dystonie sensible a la |évodopa ont été mis en évidence dans de
tels syndromes dystonie-parkinsonisme (32). Enfin, des tableaux plus complexes de
neurodégénérescence par accumulation intracérébrale de fer, a 'image des syndromes liés
aux mutations dans WDR45 (72), ATP13A2 (116), PLA2G6 (117) ou PANK2 (118) sont

également responsables de syndromes dystonie-parkinsonisme.
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Malgré I'exploration de la plupart de ces différents génes sur notre cohorte de patients
présentant un syndrome dystonie-parkinsonisme de début précoce au travers de I'analyse de
notre panel de 127 genes de mouvements anormaux, un nombre important de patients
restaient sans diagnostic moléculaire établi (99). Cela suggérait pour ce phénotype également
gue des causes génétiques non couvertes par la capture ciblée du panel de genes de

mouvements anormaux pouvaient étre a I'origine de la symptomatologie.

Nous avons ainsi appliqué la stratégie exome sur une cohorte de dix patients présentant des
formes sporadiques de syndrome dystonie-parkinsonisme de début précoce (avant 40 ans)
sans diagnostic moléculaire aprés l'analyse d’un panel de 127 génes de mouvements
anormaux. L'ensemble de ces patients avaient bénéficié d’explorations exhaustives incluant
notamment une IRM cérébrale, une scintigraphie au ioflupane afin de confirmer I’existence
d’une dénervation dopaminergique nigro-striatale (119). L'ADN des patients ainsi que de leurs
deux parents étaient disponibles pour I'ensemble des cas, permettant d’effectuer un

séquencage de I'exome en trio, c’est-a-dire du patient et de ses deux parents.

Nous avons pu identifier pour deux patients deux genes candidats NR4A2 et PPP2R5D. A I'aide
du site internet Genematcher (98), nous avons pu étre mis en contact avec d’autres équipes
prenant en charge des patients porteurs de variants pathogenes similaires et présentant des
phénotypes compatibles et confirmer que les variants pathogénes dans ces deux genes sont

deux nouvelles causes génétiques de syndromes dystonie-parkinsonisme de début précoce.
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ABSTRACT

Background: The group of dystonia genes is expanding, and mutations of these genes have
been associated with various combined dystonia syndromes. Among these latter, the cause of

some dystonia-parkinsonism cases remains unknown.

Objective: To report patients with early-onset dystonia-parkinsonism due to loss-of-function

mutations in NR4A2.

Methods: Phenotypic characterization and exome sequencing were carried out in two

families.

Results: The two patients reported here both had a history of mild intellectual disability in
childhood and subsequently developed dystonia-parkinsonism in early-adulthood. Brain MRIs
were normal and DATscan suggested bilateral dopaminergic denervation. Two frameshift
mutations in NR4A42 were identified, a de novo insertion (NM_006186.3; ¢.326dupA) in the

first case and another small insertion (NM_006186.3; ¢.881dupA) in the second.

Conclusions: NR4A2 haploinsufficiency mutations have been recently reported in
neurodevelopmental phenotypes. Our findings indicate that dystonia and/or parkinsonism may
appear years after initial symptoms. Mutations in NR4A42 should be considered in patients

with unexplained dystonia-parkinsonism.
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Introduction

Dystonia and parkinsonism are frequently combined, particularly in patients with an early-onset
1-5. Several genes have been associated with phenotypes characterized by early-onset
dystonia-parkinsonism1. NR4A42 encodes for Nurrl, a transcription factor belonging to the
steroid-thyroid hormone and retinoid nuclear receptor superfamily6 that has been implicated in
the development7 and the survival8 of substantia nigra dopaminergic neurons. Variants in non-
coding regions of NR4A42 have been suspected to represent susceptibility factors for autosomal
dominantly inherited Parkinson's disease9. However, subsequent studies did not replicate the
above-mentioned finding. Recently, de novo overlapping deletions encompassing NR4A2 were
identified in patients with intellectual disabilityl0. Here, we report two patients carrying
frameshift insertions in NR4A42 resulting in dopa-responsive dystonia-parkinsonism, along with

previously reported neurodevelopmental deficit.

Material and Methods

Patients recruitment

Patient 1 was referred at age 29 for early-onset dystonia-parkinsonism, intellectual disability
and epilepsy. Targeted high-throughput sequencing of a panel including 21 genes associated
with dystonia and a panel of 127 genes associated with movement disorders were subsequently
performed on patient's DNA and failed to identify a causative mutation (see supplemental 1 for
respective gene lists). Trio-based Whole Exome Sequencing analysis was then performed to
achieve a molecular diagnosis. By submitting the variant in NR442 on the collaborative
platform Genematcherl1, we identified patient 2. This woman was referred at age 57 for the
genetic diagnosis of a similar phenotype combining dystonia, parkinsonism and mild

intellectual disability and Solo WES was directly performed.
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Patient 1, his asymptomatic parents, brother and sister, as well as patient 2 gave written
informed consent before all genetic analysis. Patient 1 also gave written informed consent for

the video recordings.

Whole Exome Sequencing (WES) analysis

DNA was extracted from blood subjects according to standard techniques. A detailed
description of WES procedures and variant prioritization for the two patients is available as
supplemental 1. By using these methods, we generated high-quality sequencing data with an
average depth of sequencing of 92.9% (>30X) and a mean coverage of 89.3% for patient 1. By
sequencing the DNA sample of patient 2, we reached median coverage of 72.1X and covered
over 97.1% targeted regions with minimum 30X depth of coverage. Potentially causative
variants were characterized according to the American College of Human Genetics and

Genomics variant classification12.

Results

Cases description

Patient 1 had initially been followed for epilepsy with general tonic-clonic seizures since the
age of 26. He presented a previous history of developmental delay characterized by mild ID
with prominent language impairment (acquisition of speech at age 4) while he walked normally
at the age of 16 months old. His IQ was 56 when assessed at age 37. There was neither
consanguinity nor family history of ID, movement disorders, or epilepsy and he was of
Caucasian descent. At 29, he presented with right lower limb dystonic postures (Figure 1A),
initially paroxysmal and often triggered by mild exercise such as walking. At age 32,
paroxysmal episodes of generalized dystonia started, involving the face and trunk. During these
episodes, the laryngo-facial component prevented him from talking and swallowing when it
occurred during his meal (see Figure 1B and supplemental video 1). A permanent asymmetric

94



parkinsonian syndrome appeared, with discrete akinesia, rigidity and an upper limbs rest
tremor, all prominently affecting the right arm, associated with a mild bilateral postural tremor.
Cerebrospinal fluid (CSF) analysis indicated dopaminergic dysfunction with low HVA (94
nmol/L; N=115-488) and a reduced HVA/S5HIAA ratio (1.36; N>1.44) consistent with the
clinical phenotype of dystonia-parkinsonism. A 123I-ioflupane SPECT, performed at age 34,
showed a reduced uptake, predominating on the putamen (Figure 1C). Cerebral MRI and
spectro-MRI were normal (Figure 1D). Treatment with levodopa allowed for total recovery of
limbs dystonia and parkinsonism, and a dramatic decrease of the oro-mandibular dystonic
episodes (see supplemental video 2). Levodopa daily doses required to control his symptoms

increased gradually over the disease course.

The initial symptoms observed in patient 2 were a mild intellectual disability from early-
childhood. She had no family history of intellectual disability, movement disorders or epilepsy.
She was born from a non-consanguineous union and was of Caucasian descent. No other
significant medical condition was noted until she reached the age of 30, when she presented
with a left-handed tremor associated with behavioral changes, including physical inactivity and
clumsiness. There was a progressive worsening of her condition over the subsequent ten years.
She started to experience dystonia, bradykinesia and rigidity, prominently affecting the left side
of her body which led to the diagnosis of an early-onset dystonia-parkinsonism syndrome.
Similarly to patient 1, the dystonia was paroxysmal and characterized by episodes of abnormal
postures, affecting the extremity of the left upper limb associated with involuntary left knee
extension as well as ankle and toes joints flexion. These symptoms dramatically improved
following the initiation of a dopaminergic treatment combining levodopa/carbidopa and
bromocriptine. However, the growing frequency of dystonic episodes over the disease course,
as well as the occurrence of gait freezing, led to a subsequent gradual increase of levodopa daily

dose, as in patient 1. Brain MRI performed at the age of 50 was normal, apart from a thinning
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of the substantia nigra pars compacta (Figure 2A). 123I-ioflupane SPECT showed a reduced
uptake (Figure 2B). Neuropsychological assessment revealed multiple cognitive domains
impairment including severe memory, attention, visual spatial and executive functions deficits,
but language was by contrast globally preserved. At the most recent examination, 27 years after
movement disorders onset, the patient's symptoms were well controlled with a dopaminergic

treatment combining levodopa/carbidopa/entacapone, pramipexole and rasagiline.

Whole Exome Sequencing findings

Whole Exome Sequencing identified in patient 1 a small de novo frameshift insertion located
in exon 3 of the NR4A42 gene (NM_006186.3): Chr2(GRCh37):2.157186373dup; c.326dupA;
p-Serl10Valfs*2. According to the ACMG variants classification, the variant was rated as
pathogenic (PVSI1 + PS2 + PM2 criteria). The mutation was recently reported in a patient
showing similarly intellectual disability, language impairment and epilepsyl3. No other
pathogenic or likely pathogenic variation was identified by this analysis (see supplemental 3
for the list of variants of unknown signification identified by WES). Subsequent Sanger
sequencing confirmed the presence of the mutation in the patient's DNA and its absence in
asymptomatic parents, brother, and sister (Figure 1E).

In patient 2, WES allowed the identification of a small frameshift insertion in exon 4 of the
NR4A42 gene (NM_006186.3): Chr2(GRCh37):2.157185029dup; c.881dupA; p.(Asn294fs)
(Figure 2C). The variant was considered as likely pathogenic according to the ACMG
classification (PVS1 + PM2 criteria) and was absent from all public or mutations databases.

Segregation analysis was not performed because the patient's parents were both deceased.
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Discussion

We report loss-of-function mutations of NR4A42 leading to early-onset dopa-responsive
dystonia-parkinsonism syndrome in two patients with a previous history of mild intellectual
disability.

Converging evidence led us to consider these variations as causative. First, the probability of
loss-of-function intolerance was at 0.99 and 1 according to Exac and Gnomad database
respectively, knowing that a score above 0.9 is highly suggestive of an extremely intolerant to
loss-of-function genel4. Additionally, haploinsufficiency score reported for NR4A2 was
1.28%, which is far below the 10% cutoff proposed to determine haploinsufficiencyl5.
Second, our patients’ phenotype shared some similarities with the few previously described
cases of NR4A42-associated developmental syndromes: the phenotype being mostly neurologic
and including mild ID, language impairment and autism spectrum disorders3. The same de novo
mutation carried by patient 1 was recently reported in a child showing intellectual disability
with prominent language impairment together with epilepsyl3, suggesting a potential
mutational hot spot. While this latter, as well as all other patients carrying large NR4A42
deletions, do not present movement disorders yet, it is noteworthy that most of them are
pediatric cases. Since our two patients did not experience any parkinsonian signs before 29
years of age, it is not excluded that these children may develop dystonia and/or parkinsonism
features later over the course of the disease. Late appearance of movement disorders during
adulthood has been previously reported in developmental encephalopathy, such as Rett
syndrome or Beta-propeller associated neurodegeneration due to heterozygous mutations in
MECP2 16 and WDR45 17, respectively.

A third argument for the implication of NR4A42 in dystonia-parkinsonism is the previous
identification of -291Tdel and -245T>G variants in the 5'-UTR region of NR442 exon 1 in 8

families presenting with autosomal dominantly inherited Parkinson's disease9. Two subsequent
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screening studies failed to confirm this finding in sporadic and autosomal dominant inherited
Parkinson's diseasel8,19. However, experimental data support a role for NR442 in the
promotion of substantia nigra neurons survival since Nurr]l activation or increase protect from
dopaminergic neuron loss in in vitro and murine models of Parkinson's disease20-22.
Conversely, heterozygous invalidation of NR442 in mice leads to a progressive loss of
dopaminergic neuron in the substantia nigra23 and the occurrence of parkinsonian features24.
An ongoing neurodegenerative process targeting dopaminergic neurons of the substantia nigra
might thus account for the progressive worsening of dystonia-parkinsonism and the gradual
increase in levodopa doses required to control our patients' symptoms.

Our patients are the firsts showing loss-of-function mutations in NR4A42 and a highly consistent
phenotype characterized by dopa-responsive dystonia-parkinsonism preceded by intellectual
disability with or without epilepsy and language impairment. We think that follow-up of the
few reported patients harboring NR4A2 deletion may provide further insight into the potential
implication of this gene in the dystonia-parkinsonism phenotype. Our findings suggest that
NR4A2 loss-of-function mutations should be considered in patients with a history of mild
intellectual disability with a subsequent occurrence of dystonia and parkinsonism in early
adulthood. NR4A2 should also be implemented in the design of future genes panels for the
molecular diagnosis of intellectual disability and movement disorders, particularly dystonia-

parkinsonism.
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Figure legends:

Figure 1: Clinical, genetic and imaging findings in patient 1

e Figure 1A: Illustration of the abnormal posture of the right lower limb that the patient 1
used to present before levodopa treatment.

e Figure 1B: Picture of the patient 1 as he suffers a paroxysmal dystonic episode involving
the face and jaw.

e Figure 1C: 'I-ioflupane Single Photon Emission Computed Tomography, performed
at the age of 34 in patient 1 showing bilateral reduced uptake predominating on the
putamen (Figure 1C)

e Figure 1D: Brain MRI of the patient showing no abnormality

e Figure 1E: Sanger sequencing of the (NM_006186.3) ¢.326dupA mutation showing the
absence of the deletion in the brother's, sister's and the two parents' DNA and its

presence in the patient 1's (red arrow), confirming de novo inheritance pattern.
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Figure 2: Imaging and genetic findings in patient 2

Figure 2A: Brain MRI performed at the age of 57 in patient 2 showing thinning of the
substantia nigra without other abnormalities

Figure 2B: 'ZI-ioflupane Single Photon Emission Computed Tomography performed at
the age of 50 in patient 2, showing bilateral reduced uptake

Figure 2C: Visualization using Integrated Genome Viewer of Next Generation
Sequencing data showing the reads covering the region where the variant was identified

(red arrow)

105



106



Supplemental:

Supplemental video-1: Series of paroxysmal episodes of dystonia occurring during a
meal as the patient 1 eats and is talking to his parents. The patient suffers several
dystonic episodes involving the face and the trunk, and an oro-mandibular and an oro-
laryngeal component preventing him from talking and swallowing when it occurs.
Supplemental video-2: The patient is showed walking in the corridor of the hospital
after the initiation of a treatment based on levodopa. Abnormal posture of the lower
limb has completely disappeared.

Supplemental 1: List of the genes included in the 21 dystonia genes panel, list of the
genes included in the 127 movement disorders genes panel and exome sequencing and
variations analysis methods

Supplemental 2: Table showing variants characteristics and assessment of
pathogenicity of patient 1. Abbreviations: Htz: heterozygous, Hmz: hemizygous, snp:

single nucleotide polymorphism, ins: insertion
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List of the genes included in the 127 movement disorders genes panel of Strasbourg
University Hospital, Strasbourg, France

ABCD1 CIZ1 FTL JPH1 NPC1 SDHA TAF1 ACTB CLN3 FUCA1 KCNA1 NPC2 SDHAF1 TH ADCY5 COASY
GALC KCNMA1 PANK2 SEPSECS THAP1 ALDH5A1 COL4A1 GAMT LRRK2 PARK2 SERAC1 TIMMS8A
ALDH7A1 COMT GBA MAPT PARK7 SETX TOR1A ANO3 COX15 GCDH MECP2 PDHA1 SGCE TPP1 AP4B1
CP GCH1 MMADHC PDHX SLC16A2 TUBB4A APTX DCAF17 GIGYF2 NDUFA10 PINK1 SLC19A3 UCHL1
ARSA DCTN1 GLB1 NDUFA12 PLA2G6 SLC1A3 VPS13A ARX DLD GLRA1 NDUFA2 PLP1 SLC2A1 VPS35
ATM DNAJC13 GLRB NDUFA9 PNKD SLC30A10 WDR45 ATP13A2 DNAJC6 GM2A NDUFAF2 POLG
SLC6A3 XK ATP1A3 DRD5 GNAL NDUFAF6 PRKCG SNCA ZFYVE26 ATP6AP2 EIFAG1 GRN NDUFS3
PRKRA SPG11 ATP7B ETHE1 HEXA NDUFS4 PRNP SPR C190rf12 FA2H HEXB NDUFS7 PRRT2 SUCLA2
CACNA1A FBXO7 HPRT1 NDUFS8 RAB39B SUOX CACNB4 FOXG1 HTRA2 NKX2-1 RAB7L1 SURF1 CHAC1
FOXRED1 HTT NOL3 SCP2 SYNJ1
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Exome sequencing and variations analysis

For patient 1, an exome capture kit (SeqCap EZ Exome probes; Roche-NimbleGen) was used
to target all exons. Exons capture was followed by massive parallel 150pb paired-end
sequencing (Illumina, San Diego, CA, USA). Read mapping and variant calling were performed
following standard bioinformatics procedures(1). Filtering and prioritization of the variants
were conducted using an in house interactive Paris Descartes bioinformatics platform pipeline
based on the Ensembl database (release 67)(2). Variants were filtered according to their
frequency against the dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), 1000 Genome
Project (http://www.internationalgenome.org/), ExXAC (http://exac.broadinstitute.org/) and
GenomAD (http://gnomad.broadinstitute.org/about) databases. In silico prediction of variants
pathogenicity was performed using SIFT(3), PolyPhen(4) and Mutation Taster(5).

Variations were considered as causative if they fulfilled the following criteria: convincing
sequencing quality (minimum depth of coverage of 30 reads) and (i) known disease mutation
reported in ClinVar and/or HGMD or (i1) loss-of-function variant in genes intolerant to loss-of-
function according to Exac database, or (iii) missense variant predicted deleterious by at least
two algorithms, very rare or absent in population databases.

The causative variant was confirmed by PCR amplification followed by Sanger sequencing.
For patient 2, sequencing of the defined clinical target was performed using next-generation
sequencing on the isolated DNA sample. The fragmentation and enrichment of the isolated
DNA sample were performed according to the protocol Illumina Nextera Coding Exome, with
subsequent sequencing on Illumina NextSeq 550 (Illumina, San Diego, CA, USA). After
duplicates were removed, the alignment of reads to UCSC hgl9 reference assembly was done
using BWA algorithm (v0.6.3) and variant calling was done using GATK framework (v2.8).
Only variants exceeding the quality score of 30.0 and depth of 5 were used for down-stream

analyses. Variant annotation was performed using ANNOVAR and snpEff algorithms, with
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pathogenicity predictions in dbNSFPv2 database. Reference gene models and transcript
sequences are based on RefSeq database. Structural variants were assessed using CONIFER
v0.2.2 algorithm.

After the initial capture of exome sequences using one of the capture kits followed by
sequencing on [llumina NextSeq 550 platform, the raw sequence files were processed using a
custom exome analysis pipeline, based upon GATK best practices backbone. Population
variation resources included an in-house background population variant frequency estimates
based on compilation of over 3500 exomes comprising of both patients and family members
referred to our institution for sequencing. The Genome Aggregation Database (GnomAD),
Exome Agreggation Consortium (ExAC) and UK10K control population were employed as
sources of variant frequencies in worldwide populations. For both local database and outside
sources the cutoff frequency for variants considered pathogenic was 1%. Consensus calls of
dbNSFP v2 precomputed pathogenicity predictions were used for evaluation of pathogenicity
for missense variants. Additionally SNPeff predictors were utilized for further annotation of
variant effects. GERP++ rejected substation (RS) scores were used as a fundamental
information source of evolutionary sequence conservation. Finally, pipeline included ClinVar
as a source of known disease association of identified variants.

The strategy for exome data interpretation was primarily based on the combined disease and
phenotype gene target definition approach, which we described previously(6). Information on

additional analytical methods used is also available in our previous publications(7).
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The interpretation effort in the patient initially focused on the following genes, however open
exome analysis was performed due to patient’s consent, resulting in the review and

interpretation of all captured regions:

687 genes associated with a clinical sign: Cognitive disorder - HP:0100543 (AASS, ABCA12, ABCA4, ABCB7,
ABCC9, ACOX1, ACSL4, ACTA2, ACTB, ACTGT, ACVR1, ADAMTS10, ADAMTSL2, ADAR, ADRA2B, AGA, AGL,
AGPAT?2, AGTR2, AHI1, AIFM1, AIPL1, AKT1, ALDH18A1. ALDH3A2, ALDH5A1, ALDH7A1, ALG1, ALG12, ALG13,
ALG2, ALG3, ALG6, ALGY, ALMS1, ALOX12B, ALX4, AMERT, ANK1, ANKRD11. AP1S2, APTX, ARG1, ARHGAP31.
ARHGEF6, ARID1A, ARID1B, ARL13B, ARL2BP, ARL6, ARSE, ARVCF, ARX, ASAH1, ASCL1, ASL, ASPA, ASXL1,
ATM, ATP6VOA2, ATP7A, ATP8A2, ATR, ATRIP, ATRX, ATXN1, AUH, B3GALNT2, B3GALT6, B4GAT1, B9D1, BBIP1.
BBS1, BBS10, BBS12, BBS2, BBS4, BBSS5, BBS7, BBS9, BCOR, BDNF, BEST1, BLM, BMP2, BMP4, BRAF, BRCA2,
BRIP1, BSCL2, BUB1, BUB1B, BUB3, CA2, CA4, CA8, CANT1, CASK, CAV1, CBS, CC2D2A, CCBE1, CCDC78, CD96,
CDC6, CDH23. CDHR1, CDKL5, CDT1, CENPE, CENPJ, CEP152, CEP164, CEP290, CEP41, CEP57, CERKL, CHD?,
CHN1, CHRM3, CHRNG, CHST14, CIB2, CISD2, CKAP2L, CLCN7, CLMP, CLPP, CLRN1, CNGA1, CNGB1, CNTN2,
COL2A1, COL3A1, COL4A1, COMT, COX7B, CRB1, CRX, CSPP1, CTC1, CTDP1, CTNS, CTSA, CTSK, CUL4B,
CYP27A1, CYP2U1, CYP4F22, DARS2, DCAF17, DCX, DHCR24, DHDDS, DIS3L2, DKC1, DLD, DLG3, DLL3, DMD,
DMPK, DNMT3B, DOCK6, DOLK, DPAGT1, DPM1, DSE, DUOX2, DUOXA2, DYM, ECE1, EDN3, EDNRB, EFNB1,
EFTUD2, EHMT1, EIF2AK3, EMG1, EMX2, EOGT, EPG5, EPHX1. ERCC1, ERCC2, ERCC4, ERCC5, ERCC6, ERF,
ESC02, EVC, EVC2, EYA1, EYS, EZH2, FAM126A, FAM161A, FANCA, FANCB, FANCC, FANCD2, FANCE, FANCF,
FANCG, FANCI, FANCL, FANCM, FAT4, FBN1, FGD1, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FIG4, FKRP, FKTN, FLNA, FLNB, FMR1,
FOS, FOXE1, FOXG1, FRAS1, FREM2, FSCN2, FTSJ1, FUCA1, GAA, GALE, GALT, GATA4, GBE1, GCDH, GDF3, GDF5,
GDF6, GDI1, GDNF, GFAP, GHR, GJA1, GJB2, GJB3, GJB4, GJB6, GJC2, GK, GLA, GLI3, GLRA1, GLRB, GMPPB,
GNAQ, GNAS, GNPTAB, GNPTG, GORAB, GP1BB, GPC3, GPC6, GPHN, GRIP1, GUCA1B, GUCY2D, GUSE, HARS?,
HBA1, HBA2, HCCS, HCFC1, HDAC4, HDAC6, HDAC8, HES7, HESX1, HEXB, HIRA, HMGA2, HNF1B, HPRT1, HRAS.,
HSD17B10, HSD17B4, HSPG2, IDH3B, IDS, IDUA, IFIH1, IFT140, IFT27, IGBP1, IGF1R, IKBKG, IL1RAPL1, IMPDH1,
IMPG2, INPP5E, INSR, INVS, IQCB1, IQSEC2, IRF6, ISPD, ITGA7, ITPR1, IVD, IYD, KANSL1, KAT6B, KCND3,
KCNJ13, KCNQ2, KCNQ3, KCNT1, KDM5C, KDMBA, KIAA0196, KIAA2022, KIF11, KIF22, KIF7, KIT, KIZ, KLHL?,
KMT2D, KRAS, KRT16, KRT17, KRT6A, KRT6B, KRT81, KRT83, KRT86, L1CAM, L2HGDH, LAMP2, LARS?, LCAS5,
LEMD3, LFNG, LHX3, LHX4, LIG4, LIPA, LIPN, LMBR1, LMNA, LMNB1, LONP1, LRAT, LRP2, LRP5, LTBP2, LYST,
LZTFL1, MAGT1, MAK, MAN2B1, MANBA, MAOA, MAP2K1, MAP2K2, MARS2, MBD5, MBTPS2, MCOLN1, MCPH1,
MECP2, MED12, MEF2C, MEIS2, MEOX1, MERTK, MESP2, MGAT2, MGP, MID2, MKKS, MKS1, MLYCD, MMADHC,
MPDU1, MTFMT, MTO1, MTRR, MUT, MVK, MYO5A, MYO7A, NAA10, NAGA, NAGS, NBN, NDE1, NDP, NEK2,
NEU1, NF1, NFIX, NHP2, NHS, NIPAL4, NIPBL, NKX2-1, NKX2-5, NLRP3, NMNAT1, NOP10, NOTCH1, NPHP1,
NPHP3, NPHP4, NR2E3, NRAS, NRL, NRTN, NSD1, NSDHL, NTNG1, NTRK1, OCRL, OFD1, OGDH, OPA3, OPHN1,
ORC1, ORC4, ORC6, PAH, PAK3, PALB2, PAX1, PAX3, PAX6, PAX8, PCCA, PCCB, PCDH15, PCNT, PDE4D, PDEGA,
PDE6B, PDE6D, PDE6G, PEPD, PEX1, PEX10, PEX11B, PEX12, PEX13, PEX14, PEX16, PEX19, PEX2, PEX26, PEX3,
PEX5, PEX6, PEX7, PGM3, PHF6, PHF8, PHOX2B, PHYH, PIEZO2, PIiGL, PIK3CA, PLP1, POLA1, POLG, POLR1C,
POLR1D, POMGNT1, POMGNT2, POMK, POMT1, POMT2, PORCN, POU1F1, PPARG, PQBP1, PRCD, PRKAR1A.
PROM1, PROP1, PRPF3, PRPF31, PRPF4, PRPF6, PRPF8, PRPH2, PRPS1, PSMB8, PTCH1, PTCH2, PTCHD1,
PTDSS1, PTEN, PTPN11, PTPN22, PUS1, QDPR, RAB18, RAB39B, RAB3GAP1, RAB3GAP2, RAD21, RAD51C, RAF1,
RAI1, RARB, RBBP8, REP3, RBPJ, RD3, RDH12, RECQL4, RET, RGR, RHO, RIPK4, RLBP1, RMRP, RNASEH2A,
RNASEH2B, RNASEH2C, RNF213, RNU4ATAC, ROBO3, ROM1, ROR2, RP1, RP2, RP9, RPE65, RPGR, RPGRIPT,
RPGRIP1L, RPS6KA3, RTEL1, SAG, SALL1, SAMHD1, SATB2, SBDS, SC5D, SCN4A, SCN8A, SDCCAGS, SDHA,
SDHAF1, SEMA3E, SEMA4A, SETBP1, SETD2, SHANK3, SHH, SHOC2,'SIL1, SIM1, SIX3, SKI, SLC12A6, SLC16A2,
SLC25A19, SLC25A4, SLC26A4, SLC2A1, SLC2A10, SLC46A1, SLC52A2, SLC52A3, SLC5A5, SLC6A19, SLCEAS,
SLC6A8, SLC7A14, SLCIA6, SLX4, SMAD4, SMARCA2, SMARCA4, SMARCB1, SMARCE1, SMC1A, SMC3, SMOC,
SNAI2, SNAP29, SNRNP200, SNX10, SOST, SOX10. SOX11, SOX2, SPATA7, SPINK5, SRCAP, STRA6, STS,
SUCLA2, SUFU, SUMF1, SYN1, SYP, TAT, TBC1D20, TBCE, TBX1, TCF12, TCF4, TCIRG1, TCOF1, TCTN1, TCTN2,
TCTN3, TERC, TERT, TFAP2B, TG, TGM1, TINF2, TMCO1, TMEM138, TMEM216, TMEM231, TMEM237, TMEM240,
TMEM5, TMEM67, TMEM70, TNFSF11, TOPORS, TP53, TP63, TPO, TREX1, TRIM32, TSC1, TSC2, TSFM, TSHR.
TSPAN7, TTC19, TTC37, TTC8, TUB, TUBGCPS, TULP1, TWIST1, UBA1, UBE3A, UBR1, UFD1L, UMPS, UPF3B,
USB1, USH1C, USH1G, USH2A, USP9X, VIPAS39, VLDLR, VPS13B, VPS33B, WAS, WDPCP, WDR73, WDR81,
WFS1, WIPF1, WNT5A, WRAP53, WT1, XYLT1, YAP1, YARS2, ZBTB20, ZBTB24, ZC4H2, ZDHHC9, ZEB2, ZNF41,
ZNF423, ZNF513, ZNF674, ZNF711, ZNF81),

45|§enes associated with a clinical sign: Parkinsonism - HP:0001300 (AFG3L2, APOE, APP, ATP13A2, ATP1A3,
ATP6AP2, ATXN3, CHCHD10, CLN3, DCTN1, DNAJC5, DNAJC6, EIF4G1, FMR1, FTL, GCH1, GRN, KIF5A, MAPT,
MECP2, NR4A2, PANK2, PARK2, PDGFB, PDGFRB, PINK1, PLA2G6, POLG, PPP2R2B, PRKRA, PRNP, PSEN1, PTS,
RAB39B, SLC20A2, SLC30A10, SLC6A3, SNCA, SNCB, SYNJ1, TBP, TH, TMEM240, VPS13A, VPS35, WDR45).

135 genes in the panel Exganded dystonia panel (ADAR, ADCY5, ANO3, AP1S2, APTX, ARSA, ARX, ATM, ATN1,
ATP13A2, ATP1A2, ATP1A3, ATP7B, ATXN2, ATXN3, BCAP31, BCS1L, C190rf12, CACNA1A, CACNB4, CHMP2B,
Clz1, CLN3, COASY, COX10, COX15, CP, CSTB, DBH, DCAF17, DCTN1, DDC, DHFR, DLAT, DNAJC12, DSC3,
ECHS1, ETHE1, FA2H, FBXO7, FOLR1, FOXP2, FTL, GCDH, GCH1, GFAP, GLRA1, GLRB, GNAL, GNAO1, HEXA,
HIBCH, HPCA, HPRT1, HTRA2, IFIH1, ISG15, IVD, JPH3, KCNA1, KCNK18, KCNQ2, KCNQ3, KMT2B, MAOA, MECP2,
MECR, MR1, MUT, NDUFA1, NDUFA10, NDUFAF2, NDUFAF6, NDUFS4, NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1, NKX6-2,
NPC1, NPC2, OCLN, PANK2, PARK2, PARK7, PCCA, PCCB, PDE10A, PDGFB, PDGFRB, PDHA1, PDP1, PINKT,
PLA2G6, PNKD, PRKRA, PRNP, PRRT2, PTS, QDPR, RAB39B, SCN1A, SCN8A, SDHA, SERAC1, SGCE, SLC16A2,
SLC18A2, SLC19A3, SLC1A3, SLC20A2, SLC25A19, SLC2A1, SLC30A10, SLC39AT4, SLC6A3, SLC6A5, SPR,
SUCLA2, SUCLG1, SURF1, SYNJ1, TAF1, TBP, TH, THAP1, TIMM8A, TOR1A, TUBA1A, TUBB4A, VAC14, VPS13A,
WDR45, WDR73, XPR1, YY1),
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29 genes in the panel Parkinson’s disease (ADH1C, ATP13A2, ATP1A3, CSF1R, DCTN1, EIF4G1, FBXO7, GBA,
GCH1, GIGYF2, HTRA2, LRRK2, MAPT, NR4A2, PARK2, PARK7, PDE8B, PDXK, PINK1, PLA2G6, POLG, PRKRA,
SLC6A3, SNCA, SNCAIP, SNCB, TAF1, TH, UCHL1, VPS35).
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Abstract

PPP2R5D-related neurodevelopmental disorder 1is characterized by a range of
neurodevelopmental and behavioral manifestations. We report the association of early-onset
parkinsonism with the PPP2R5D p.E200K mutation. Clinical characterization and exome
sequencing were performed on three patients, with postmortem neuropathologic examination
for one patient. All patients had mild developmental delay and developed levodopa-responsive
parkinsonism between the ages of 25 and 40 years. The PPP2R5D ¢.598G>A (p.E200K)
mutation was identified in all patients. Neuropathologic examination demonstrated uneven,
focally severe neuronal loss and gliosis in the substantia nigra pars compacta, without Lewy
bodies. Our findings suggest the PPP2R5D p.E200K mutation to be a possible new cause of

early-onset parkinsonism.

Introduction

PPP2R5D, primarily expressed in brain, encodes the regulatory subunit B566 of PP2A, a
serine—threonine phosphatase playing a crucial regulatory role in multiple cellular processes,
including proliferation, apoptosis, and signal transduction.! Recurring de novo missense
mutations in PPP2R5D have been associated with neurodevelopmental delay, intellectual
disability, macrocephaly, motor and coordination deficits, epilepsy, visual impairment, and
autism spectrum disorders (Mendelian Inheritance in Man (MIM) number 616355).2> Mast of
these mutations, including p. E200K, occur in a hotspot coding for a conserved acidic Itxjp
enabling B563 to bind the scaffolding and catalytic PP2A subunits.® p.E200K might impair this
binding, perturbing the holoenzyme formation and hindering dephosphorylation of the normal
PP2A substrates through a dominant-negative effect® The associated phenotype of p. E200K
appears to be milder, with greater functional capacity than other mutations, but with limited
certainty given the condition’s rarity. Additionally, given that most confirmed genetic

diagnoses of PPP2R5D-related disorder are in children, its natural history after 20 years of age
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remains largely unknown. We report clinical courses for three adults carrying
the PPP2R5D p.E200K mutation with mild intellectual disability who developed early-onset

parkinsonism. We report postmortem neuropathologic examination for one patient.

Methods
Cases 1 and 2 were identified through Movement Disorders clinics. Case 3 was identified
through an overgrowth study.* Genomic DNA was extracted from whole blood. Whole exome

478 and neuropathologic analysis” were

sequencing (WES) and Sanger confirmations
performed as previously described.

All participation was voluntary. Signed informed consent was obtained from each patient or
representative before genetic testing. Patients were enrolled in institutional research studies,
approved by the Columbia University Institutional Review Board, Strasbourg Ethics
Committee,'? and London Multicentre Ethics Committee, respectively.

Results

Clinical summaries:

Case 1: The patient had mild developmental motor and language delays. At 40 years of age, he
developed gait difficulty and bradykinesia. Brain magnetic resonance imaging (MRI)
demonstrated T2 white matter hyperintensities (Fig 1A). He had co-morbid hypertension and
diabetes mellitus. Motor symptoms improved with dopaminergic therapy, gradually

complicated by motor and nonmotor fluctuations. Treatment with dopamine agonists was

limited by impulse control disorders. At 57 years of age, he underwent implantation for deep
brain stimulation, with unclear benefit. He died at 61 years of age from aspiration pneumonia.

Case 2: The patient had no motor delay but had intellectual disability. At 27 years of age, he
developed rest tremor and myoclonus, evolving to akinetic rigid parkinsonism. Brain MRI was
normal (Fig 1B). Motor symptoms improved with levodopa, limited by motor and nonmotor

fluctuations, controlled with carbidopa/levodopa intestinal gel. Treatment with dopamine
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agonists was complicated by impulse control disorders. Early nonmotor features of
parkinsonism were noted.

Case 3: The patient was previously reported (case COG0328).# She was suspected to have Sotos
syndrome based on overgrowth features; however, no mutations in NSDJ or NFIX were
identified. She had delays in motor development and language acquisition, with mild
intellectual disability. By 22 years of age, she developed rest tremor, incoordination, and
parkinsonism with good levodopa responsiveness, ultimately complicated by motor
fluctuations including dyskinesias.

Birth history was unremarkable in all cases. No family members were affected. Details of

clinical courses are provided in Table and as Supplemental Material (Video SI examination).

Genetic findings:

In Case 1, the variant PPP2R5D ¢.598 G>A;p.E200K (NM_006245.3) was identified by
proband-only WES,confirmed with Sanger sequencing as present in the patient and absent from
his unaffected older sister. This variant was reported as pathogenic by multiple institutions in
ClinVar  (https://www-ncbi-nlm-nih-gov.scd-rproxy.u-strasbg.fr/clinvar/variation/217456/).
Assessment for likely gene-disrupting or deleterious missense variants in known Parkinson’s
disease (PD) genes was negative. A heterozygous variant in PARK7 ¢.70delG; p.Asp24fs
(NM_007262) was 1identified in the prohand and his unaffected sister.The
same PPP2R5D variant, c.598G>A;p.E200K, was identified through WES in both Cases 2 and
3. The mutation was confirmed by Sanger sequencing in both cases and was absent from both
parents in Case 2. Although the parents were unavailable for testing in Case 3, the mutation
was presumed de novo because they were reported to be clinically unaffected. No other likely
pathogenic variants in genes associated with PD or early-onset parkinsonism!® were identified

in Case 2. Known PD genes were not assessed specifically in Case 3.
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Neuropathology (Case 1):

The external brain surface (1,792.2g) was normal except for the presence of bilateral frontal
electrodes and atheromatous plaques involving the large arteries of the base (maximum 50%
luminal stenosis). Bilateral electrode tracks extended from the cortex to the zona incerta.
Transverse slices from the brainstem revealed marked depigmentation of the substantia nigra
bilaterally, contrasting with the well-pigmented nucleus coeruleus. Microscopic assessment of
the substantia nigra was performed using two levels: one near the red nucleus, the other near
the decussation of the superior cerebellar peduncle (Fig 2). Bilateral, uneven loss of pigmented
neurons, reactive gliosis, and the presence of scant, small macrophage clusters with pigmented

cytoplasmic debris were notable.

The density of pigmented neurons was either apparendy normal or mildly to moderately
decreased in patches, flanked by areas showing severe loss of pigmented neurons with loose,
glioric parenchyma Sections from the rostral level were less involved than the caudal. In the
left pars compacta, loss of pigmented neurons prevailed medially. In contrast, on the right, loss
was severe laterally but moderate medially. The pars reticulata was unremarkable. The dorsal
nucleus of the vagus was normal bilaterally. Neither Lewy body-containing neurons nor Lewy
neuritis was detected throughout the myelencephalon, mesencephalon, diencephalon, basal
forebrain, or cerebral cortex. The nucleus coeruleus showed no abnormality. Marked criblures
involved the polar subcortical white matter and lenticular nuclei; athero-arteriolosderosis was

likewise marked.

Discussion
The association of parkinsonism with a unique recurring de novo mutation, PPP2R5D
p-E200K, is noteworthy. Although the association between the p.E200K mutation and impaired

neurodevelopment is well established, our report is the first linking it to neurodegeneration,
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which represents an important advance in understanding of the natural history of this condition.
The clinical courses of all three patients are notable for mild intellectual disability and early-
onset parkinsonism, with onset from ages 25 to 40 years and variable rates of progression. This
phenotype of stable intellectual disability during childhood with subsequent adult-onset
parkinsonism has been described with mutations in only a few genes previously.8,11 All
PPP2R5D p.E200K cases demonstrated levodopa responsiveness with motor fluctuations; two

were complicated by impulse control disorders.

Incidence of the PPP2R5D neurodevelopmental disorder is estimated at 2.32 to 2.87 per
100,000 births.12 The mutation frequency in early-onset PD is unknown. We explored public
PD genetic databases for the presence of the p.E200K mutation and did not identify any PD or
control carriers, suggesting the variant to be extremely rare in the general population (JJ Kim;
MB Makarious; S Bandres Ciga; JR Gibbs; J Ding; D Hernandez; J Brooks; F Grenn; H Iwaki;
A Singleton; MA Nalls; G Blauwendraat; and International Parkinson’s Disease Genomics
Gonsortium, https://pdgenetics.shinyapps.io/VariantBrowser/, manuscript in preparation).
Notably, current databases do not distinguish between early-onset, familial, and other PD. We
searched for PPP2R5D in a University of Strasbourg cohort of 122 patients with parkinsonism,
including 60 early-onset and 35 familial cases; we did not identify any pathogenic or likely

pathogenic variants. Further clarification will require study of a larger early-onset cohort.

The association of other PPP2R5D mutations with neurodegeneration is unknown.
Parkinsonism has not been reported in association with other mutations to our knowledge.
Increased screening (eg, inclusion of PPP2R5D in a genetic panel for early-onset parkinsonism)
and longitudinal follow-up of PPP2R5D mutation carriers would allow better delineation of
phenotype—genotype correlation. Biochemical/functional studies are reported in another

manuscript currendy under review and suggest alteration in targets of phosphorylation with the
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mutation. Identification of the downstream targets of different mutations should help to

elucidate the molecular mechanisms underlying neurological manifestations.

The neuropathologic findings represent the first such characterization in a PPP2R5D mutation
carrier, to our knowledge. Focally severe substantia nigra atrophy and the absence of Lewy
body pathology are notable. The absence of a-synuclein pathology is reminiscent of Parkin-
associated PD13 or I-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine-related parkinsonism,14 both
of which are thought to be primarily attributable to mitochondrial impairment.14,15 In contrast
to most idiopathic PD cases, the nucleus coeruleus was unaffected here, the sparing of which is
also reported in most Parkin-associated PD.13 PP2A-B564 plays an important role in regulating
phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B and glycogen synthase kinase-3 beta-mediated
growth control and tau phosphorylation, but tau deposits were not induced in a PPP2R5D
knockout mouse model.16,17 Thus, although neurofibrillary tangles were not noted, we cannot
exclude the possibility that altered dephosphorylation of tau might have contributed to the

observed neurodegeneration.

We suspect that the noted vascular changes involving the subcortical white matter reflect
incidental microvascular disease secondary to the patient’s vascular risk factors. Notably, brain
MRI in Gase 2 was reassuring for significant white matter abnormalities (Fig 1B). Gase 1 is
notable for a heterozygous DJ-1 frameshift variant, very likely to be incidental, given that his
asymptomatic sister is also a carrier, only recessive mutations in DJ-1 have been linked to PD,
and all DJ-1 PD cases with published neuropathology have demonstrated Lewy body

pathology, 18,19 absent here.
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Rare neurogenetic conditions associated with intellectual disabilities, autism, and epilepsy are
rapidly being identified, meriting further natural history data in adults. Although many will be
static, identification of those associated with neurodegeneration or other systemic phenotypes
1s important. Understanding the precise molecular genetic basis for neurological conditions will

allow individualized prognostication and, ultimately, treatment.
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Figure legends:

Figure 1.

Neuroimaging: Cases 1 and 2. (A) Case 1: magnetic resonance imaging (MRI) brain T2 fluid-
attenuated inversion recovery (FLAIR) images demonstrating hyperintensities in subcortical
white matter bilaterally. (B) Case 2: MRI brain T2 FLAIR images demonstrating relative

paucity of white matter signal abnormality.
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Figure 2.

(A-D) Photomicrographs of the left substantia nigra: rostral, medial levels in A and C; caudal
in B; and caudal, medial levels in D. The loss of pigmented neurons is uneven and prevails at
the caudal levels. Relatively sharp demarcation between foci without or with resilient neurons
in D. (E-H) Photomicrographs of the caudal levels of the right substantia nigra in E-G and of
the nucleus coeruleus in H. (E) The density of pigmented neurons is apparently normal within
the medial third. (F) The loss is subtotal within the lateral third. (G) Neither Lewy body-
containing neurons nor Lewy neurites were detected. (H) The neuronal density of the nucleus
coeruleus is normal. Staining: Luxol Fast Blue counterstained with Hematoxylin and Eosin in
A-D and H; Hematoxylin and Eosin in E and F; and a-synudein in G. Original magnification:
x251n A, B, and G; x100 in D; x200 in C, E, and H; and X400 in F.
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Supplemental Material: Video legend
Motor examination, Case 1 (9 years after symptom onset, 5 hours after levodopa (partial
levodopa-OFF state)) demonstrating hypomimia, bradykinesia worse on left, and posturing of

right lower extremity.
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Table 1: PPP2R5D (NM_006245.3) p.E200K mutation carriers and parkinsonism: clinical

features
Case 1 Case 2 Case 3
Ancestry European European European
Sex Male Male Female
Age at last visit | 61 yrs. 34 yrs. 44 yrs.

Genetic test

Exome sequencing

Exome sequencing

Exome sequencing

Term birth. Motor delay:
walked at 2 - 3 yrs.

Term  birth: possible
amniotic fluid aspiration).

Term birth. Motor delay:
sat at 9 - 10 mos.; cruised

Developmental | Language delayed. Mild | No motor delays. Language at 2 vrs. Hvpotonia
history intellectual disability: | delayed. Severe learning Lan ua}é aela }e]g Mil d
special education classes. disability: stopped i teﬁec‘? al disa}‘t;ili.
vocational high school. schooling at 15 yrs. 4 -
Seizures No No No
1 th
Past  medical | DM type 2; hypertension,; Overgrgwth (height 97
. g None percentile by 2.5 yrs.,
history sensorimotor neuropathy
macrocephaly)
Parkinsonism: 40 yrs. 27 yrs. 22 yrs.

age at onset

Onset of gait difficulty

Onset of right arm rest

Onset of asymmetric rest

generalized bradykinesia; | tremor; subsequently | tremor; subsequent FOG,
Motor features . . . S . o
subsequent freezing of gait | predominantly  akinetic- | postural instability,
(FOG). Atremulous. rigid. Postural instability. cervical dystonia.
. A ic: ipati .
Autonomic: non-motor off gtonomlc constipation, Autonomic: none. Sleep
. urinary urgency. REM | .. .
Non-motor symptoms (sweats, urinary . . disturbance: none. Visual
.\ sleep behavior disorder. .
features urgency). No cognitive . . hallucinations.
. Depression, anxiety. Early
decline. o .
cognitive decline.
Atypi ;
typical None Myoclonl}g, oculomotor None.
features abnormalities
Fluctuations: 9 yrs. after | Fluctuations: 3 yrs. after
Rate of | onset. Freezing of gait: 10 | onset. Postural instability: 5 | Slow progression since
progression yrs. after onset. Wheelchair | yrs. after onset. Remains | onset (nearly 20 yrs.).
bound: 17 yrs. after onset. | ambulatory without aids.
. : MRI brain without contrast: DAT sean. abnormal
Diagnostic . . MRI brain without contrast:
. subcortical white matter T2 . None
studies normal (Fig 1B)

hyperintensities (Fig 1A)

EMG/NCS: normal

Levodopa and
other treatment

Levodopa responsive.
Deep brain stimulation
(subthalamic nuclei, 17 yrs.

Levodopa responsive.

Levodopa responsive.

response after onset): unclear benefit
Motor and non-motor_off Motor and non-motor off | Fluctuations: motor off
L symptoms. Impulse control
Complications Jisorders (ICDs) symptoms. ICDs | symptoms (marked
of therapy (gamblin over-eating) (gambling, hypersexuality) | rigidity); dopamine-
& & . & | with dopamine agonist. induced dyskinesias.
with dopamine agonist
Age/cause of | 61 yrs./ aspiration N/A N/A
death pneumonia
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2.4 Dystonie paroxystique : variants pathogenes dans
TMEM151A et dyskinésies paroxystiques kinésigéniques

2.4.1 Phénoménologie et génétique des dystonies paroxystiques

Les dystonies paroxystiques se définissent comme des accés de mouvements anormaux
dystoniques de durée bréve déclenchés par un stimulus spécifique et persistant aprés que ce

stimulus se soit interrompu (1)

On distingue classiquement trois grands types de dystonies paroxystiques : les dystonies
induites par l'effort, les dyskinésies paroxystiques non-kinésigéniques et les dyskinésies

paroxystiques kinésigéniques (28).

Les dystonies induites par I'effort peuvent débuter dés I'enfance ou a I'dge adulte. Elles sont
déclenchées par I’exercice prolongé, correspondant a au moins 5 minutes d'exercice physique.
Les attaques de dystonie durent habituellement entre 5 et 30 minutes et affectent
principalement la partie du corps concernée par |'exercice. Les variants pathogénes
hétérozygotes dans SLC2A1, codant pour GLUT1 un transporteur du glucose au niveau

cérébral, sont la principale cause génétique de ce mouvement anormal (120).

Les dyskinésies paroxystiques non kinésigéniques débutent dans I'enfance ou la petite
enfance. Les acces de dystonie sont volontiers déclenchés par la consommation de caféine ou
d'alcool. Ces derniers durent habituellement de 10 minutes a 1 heure et toujours moins de
quatre heures. Elles peuvent répondre aux benzodiazépines. Les variants pathogeénes

hétérozygotes dans PNKD forment la principale cause génétique de ce phénotype (121).

Les dyskinésies paroxystiques kinésigéniques, se définissent comme des acces paroxystiques
de dystonie et/ou de chorée durant habituellement moins d’'une minute. L’age de début est
habituellement compris entre 1 et 20 ans. Ces dyskinésies sont habituellement déclenchées
par le mouvement ou la surprise, et peuvent toucher les membres, le visage ou la face de
facon focale, multifocale ou généralisée (27). Les variants pathogenes hétérozygotes dans
PRRT2 sont responsables de 27% a 65% des cas et sont donc la principale cause génétique de

ce phénotype (28,122).
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En collaboration avec I’équipe de la Pitié Salpétriere, nous avons collecté I’ADN de 35 patients
présentant des dyskinésies paroxystiques kinésigéniques, par ailleurs non porteurs de variants
pathogenes dans PRRT2. Parmi ces 35 patients, 23 présentaient une forme sporadique, et 12
étaient issus de six familles présentant des dyskinésies paroxystiques suivant un mode de

transmission autosomique dominant (deux familles) ou autosomique récessif (4 familles).

Nous avons émis I’hypothése que d’autres causes génétiques que les variants pathogénes
dans PRRT2 pourraient étre a 'origine de ce phénotype. Nous avons appliqué le séquencage
de I'exome pour I'ensemble de ces patients non porteurs de variants pathogénes dans PRRT2
et présentant des dyskinésies paroxystiques kinésigéniques. L'ADN des patients ainsi que de
leurs deux parents dans les formes sporadiques ou de transmission autosomique récessive,
ou de plusieurs membres symptomatiques de la famille dans les formes dominantes étaient
disponibles. Ceci devait permettre d’effectuer des exomes en trio (parents et enfant) dans les
formes sporadiques ou associées a un mode de transmission autosomique récessif et des
exomes du plus grand nombre de membres de la famille symptomatiques dans les formes

suivant un mode de transmission autosomique dominant.

Chez un patient présentant une forme sporadique de dyskinésie paroxystique kinésigénique,
nous avons pu identifier un variant délétére de novo dans TMEM151A. La publication par
plusieurs équipes chinoises de variants pathogenes dans ce géne associés a ce phénotype nous

a permis dans un second temps de valider ce géne candidat (123—-125).
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Manuscript

We read with great interest the article of Tian and colleagues (1). Heterozygous mutations in
TMEMI151A, encoding a protein of undetermined function, have been very recently associated
with paroxysmal kinesigenic dyskinesia (PKD) in the Chinese population (1-4). TMEM151A
is highly expressed in the brain including the cerebral cortex and the thalamus and is highly
conserved among species. To definitively confirm the association between TMEM151A and
PKD, other mutations in the same gene should be identified in independent cohorts from
different populations.

We applied whole exome sequencing (WES) on 23 French patients with sporadic PKD who
were tested negative for PRRT2 mutations, as well as their asymptomatic parents. PKD
diagnosis was made by movement disorders specialists according to the consensus clinical
criteria (5). WES, bioinformatic analysis and variant prioritization were performed as
previously described (6). Variants were classified according to the American College of Human
Genetics and Genomics (ACMG) criteria (7). All patients gave written informed consent before
genetic testing and a local ethics committee approved the study. We identified a de novo
missense variant (c.166G>C [p.Gly56Arg]) in TMEMI151A in a single patient (Figure-1)
through trio-based exome sequencing. This variant, absent from public databases including
Exac, 1000G and GnomAD, led to a substitution in the second transmembrane domain of the
protein, near previously reported pathogenic variant such as (c.140T>C [p.Leud47Pro]) or
(c.133T>G [p.Cys45Arg]). It was predicted to be damaging by Polyphen, with a CADD score
above 20. The phenotype was consistent with previous reports of TMEM151A-related PKD.
The patient had no history of infantile seizures and presented with brief attacks of dystonia
triggered by voluntary movements, surprise, or stressful events beginning after age 16. Before
medication initiation, the patient experienced between 10 and 20 attacks a day, usually lasting

a few tens of seconds. Attacks could be focal or generalized, affecting speech or involving face,
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the upper and lower limbs, subsequently or simultaneously. The attacks totally ceased after the
initiation of low doses of lamotrigine (50 mg/d). This variant was subsequently classified as
Likely Pathogenic (class IV) according to the ACMG criteria (PS2 + PM1 + PM2 + PP2 + PP4)
(7). No other de novo class IV or V variant was identified in this cohort. TMEM151A mutation
was identified in one out of 23 patients of our PRRT2-negative PKD cohort, which is in
accordance with the frequency of 4.8% found by Tian et al (1).

We report on a de novo mutation in TMEM151A in a patient with PKD. Our findings confirm
TMEMIS51A variants as a genetic cause of PKD and suggest that de novo mutations in this
gene are infrequently responsible for sporadic PKD cases (4). Further works are warranted to
refine the phenotype/genotype correlations among TMEMI151A-related disorders. Whether
TMEMIS51A is a transmembrane protein involved in synaptic function and whether

TMEMI151A-related PKD is underpinned by its loss of function also remain to be elucidated.
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Figure 1
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Pedigree of the family (A) and visualization of the (c.166G>C [p.Gly56Arg]) variant (between
red lines) in patient within the TMEM151A sequence through Integrated Genome Viewer (B):
the replacement of the reference G by a C (blue) is present on half of patient’s read, meaning
heterozygosity. Sanger sequencing of the (c.166G>C [p.Gly56Arg]) variant (between red lines)
(C): the variant is present in a heterozygous state in the patient but absent in the two
asymptomatic parents, compatible with a de novo occurrence.
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2.5 Syndrome dystonie et troubles oculomoteurs

2.5.1 Présentation du phénotype

En collaboration avec d’autres centre francais spécialisés dans les mouvements anormaux,
nous avons identifié un phénotype particulier présenté par plusieurs patients associant

dystonie multifocale ou généralisée et paralysie de la verticalité du regard.

La paralysie de la verticalité du regard, ou paralysie supranucléaire, se définit comme une
diminution de I'amplitude des saccades vers le haut et vers le bas parfois associée a une
lenteur et a une augmentation des latences (126). Ce signe clinique particulier marque une
atteinte de trois structures du tronc cérébral impliquées dans les mouvements oculaires
verticaux : le noyau rostral interstitiel du faisceau longitudinal médian, le noyau interstitiel de
Cajal et la commissure postérieure (126). La paralysie de la verticalité du regard est un signe
clinique se retrouvant dans plusieurs pathologies neurologiques, elle est alors hautement
évocatrice du diagnostic. C'est le cas de la paralysie supranucléaire progressive, une
pathologie neurodégénérative sporadique apparaissant autour de 70 ans, associée a une
tauopathie et caractérisée par I'association d’un syndrome extrapyramidal et d’'une paralysie
de la verticalité du regard avec un déclin cognitif a type de syndrome frontal d’évolution rapide
(127). La paralysie de la verticalité du regard est également un signe clinique évocateur de

pathologies neurogénétiques a I'image de la maladie de Niemann Pick C (128).

Notre cohorte comportait dix patients (sex ratio H/F : 0.66), I’dge de début moyen de la
symptomatologie était 27 ans (écart type : 12,3 ans), 'age moyen au moment de I'évaluation
clinique précédant le préléevement et le séquencage de I'exome était de 37,3 ans (écart type :
11,3 ans). La dystonie était généralisée dans sept cas et multifocale dans trois cas. La dystonie
était progressive dans six cas et non progressive dans quatre cas. Les symptomes additionnels
incluaient une épilepsie tonico-clonique généralisée dans un cas, un syndrome fronto-
dyséxécutif léger dans un cas et un syndrome extrapyramidal dans un cas. Les IRM cérébrales
réalisées chez ces patients étaient sans particularités. La dystonie ne répondait pas a la
lévodopa pour I'ensemble des cas. Aucun patient ne rapportait une histoire familiale de

dystonie.
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L’ADN des patients ainsi que de leurs deux parents étaient disponibles pour 5 cas, permettant
d’effectuer un séquencage de I'exome en trio. Pour 5 cas, nous ne disposions que de I’ADN du
patient. Un séquencage de I'’exome en solo (patient seul) fut réalisé pour ces 5 derniers cas,
limitant les possibilités d’analyse a la recherche de variants pathogénes déja rapportés dans
Clinvar et HGMD, aux variants perte de fonction dans les génes intolérants a la perte de
fonction et a la recherche de variants et de génes récurrents identifiés chez les patients ayant

bénéficié de I'analyse en trio.

2.5.2 Génes candidats identifiés

Les génes candidats identifiés sont rapportés dans le tableau 5. Nous n’avons pas pu identifier
au sein de cette cohorte de variants délétéres dans des genes récurrents. Nous avons pu
déposer ces genes candidats sur Genematcher, néanmoins nous ne sommes pas parvenus a
identifier des patients présentant un phénotype similaire et porteurs de variants pathogenes

dans ces génes.

Nous avons notamment identifié¢ un variant de novo dans le géne GNAI2
(NM_002070.4):c.847C>T; p.Pro283Ser chez un patient ayant bénéficié d’'un séquencage de
I’exome en trio. GNAI2 code pour la sous unité Gaoi d’un protéine G hétérotrimérique. La
similitude du phénotype avec celui rencontré chez les porteurs de variants pathogénes dans
GNAOI1 ainsi que la nature du géne nous ont amené a considérer ce gene comme un candidat

intéressant.

D’autres variants dans NCKAP5, RAP1GAP, WDR33 ou PITRM1 ont également été identifiés
sans que nous ne puissions valider ces genes candidats faute de récurrence dans notre cohorte

et au travers de I'utilisation de Genematcher.
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3. Discussion,
perspectives et
conclusion
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3.1 Une architecture génétique commune entre dystonie et

pathologies neurodéveloppementales

En utilisant le séquencage de I'exome, nous avons identifié dans le premier travail de cette
thése des variants pathogénes ou probablement pathogénes pour 10 des 24 familles incluses,

permettant de poser un diagnostic moléculaire chez 34,4 % des patients.

Ce résultat était proche des taux de diagnostic obtenus dans les précédentes études utilisant
le séquencage de I'exome dans la dystonie (99-101,108,129-133). De facon intéressante,
nous avons noté que la plupart des variants pathogénes ont été identifiés chez des patients
présentant une dystonie complexe, en particulier lorsque celle-ci était associée a une
déficience intellectuelle. Aucune autre caractéristique clinique n'était significativement
associée a un taux de diagnostic plus élevé. En cohérence avec ce résultat, la plupart de ces
variants causaux étaient localisés dans des génes précédemment associés a la déficience
intellectuelle comme CTNNB1 (134) ou HIBCH (135), ou a une encéphalopathie épileptique
comme KCNB1 (136). Bien que ce résultat soit préliminaire et nécessite une confirmation dans
une cohorte plus large, il suggére un chevauchement génétique et physiopathologique
potentiel entre la dystonie et d'autres maladies neurodéveloppementales. Ces geénes
devraient donc étre soigneusement pris en compte lors de la conception des futurs panels de
génes de la dystonie, afin d'adapter les panels aux dystonies complexes et d'améliorer le taux

de diagnostics (137).

Notre travail souligne également l'importance d'un examen neurologique minutieux et
complet des patients atteints de dystonie sélectionnés pour une analyse par séquencage haut
débit de I’ADN, afin de pouvoir identifier une déficience intellectuelle ou d'autres signes
neurologiques permettant de faciliter I'interprétation des données génétiques et de guider le
choix de la technique de séquencage haut débit a privilégier. Des stratégies d’analyses plus
larges, telle qu’un séquencage du génome, sont probablement a préférer chez ces patients

présentant une dystonie s’intégrant dans un tableau cliniqgue complexe.

Notre étude a également contribué a mieux délimiter le spectre phénotypique de plusieurs

génes liés a la dystonie. Outre l'identification de variants déléteres dans GNAO1 pour deux
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familles qui feront I'objet du deuxiéme travail de cette thése, nous avons identifié un variant
faux-sens de novo dans RELN chez un patient présentant une dystonie myoclonique.
Jusqu’alors, peu de familles incluant des patients porteurs de variants hétérozygotes délétéres
dans ce gene et présentant une myoclonie-dystonie autosomique dominante avaient été
rapportées, I'association entre variant hétérozygote rare dans RELN et dystonie myoclonique
restant controversée. L’identification d’un variant de novo chez un patient de notre cohorte
plaide en faveur d’une I'implication potentielle de variants pathogénes ou probablement

pathogenes localisés dans ce gene, dans la survenue de syndromes dystoniques (138).

Notre travail contribue également a reconsidérer le phénotype de I'encéphalopathie liée a
NUS1. Nous avons ainsi identifié un variant faux sens de novo chez un patient présentant une
dystonie myoclonique de début précoce avec déficience intellectuelle mais sans
parkinsonisme, épilepsie ou ataxie cérébelleuse, élargissant ainsi le spectre phénotypique
associé a ce gene (139-141). Cette découverte suggere également que les spectres cliniques
de nombreux geénes associés aux pathologies du neurodéveloppement pourraient étre plus
larges et comprendre des symptomes supplémentaires apparaissant au cours de la vie. Le suivi
des patients présentant des troubles du neurodéveloppement permettra probablement de
mieux connaitre I'évolution de leurs symptomes a I'dge adulte et de déterminer si certains
d’entre eux sont susceptibles de développer un phénotype neurodégénératif plus

tardivement (137).

Etonnamment, nous n'avons pas identifié de patients porteurs de variants dans KMT2B, bien
gue ces derniers soient désormais reconnus comme |'une des causes génétiques les plus

courantes de dystonies généralisées d'apparition précoce (68).

En définitive, ce premier travail souligne que le séquencage de I'exome, utilisé dans une
population de patients sélectionnés, permet d’augmenter le taux d'identification de variants
pathogenes ou probablement pathogenes, contribuant a améliorer le diagnostic moléculaire

des patients atteints de dystonies complexes.
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3.2 Le large spectre phénotypique associé aux variants

pathogénes dans GNAO1

Dans ce deuxieme travail, nous avons constitué une large cohorte de patients présentant des
phénotypes légers liés a GNAOI, confirmant que les variants pathogénes dans ce géne
peuvent étre une cause génétique de syndromes dystoniques isolés sans encéphalopathie

chronique sévere associée.

Le phénotype typique de cette cohorte était ainsi celui d’'une dystonie non progressive,
généralisée ou segmentaire prédominant au niveau du haut du corps, apparaissant au-dela de
la petite enfance et associé a une dysarthrie. Ces phénotypes contrastaient ainsi avec ceux
présentés par la plupart des patients précédemment rapportés et souffrant de mouvements
anormaux associés a des variants pathogenes dans GNAOI, qui présentaient une
encéphalopathie hyperkinétique sévere avec des exacerbations dystoniques récurrentes, un

retard de développement profond débutant dans la premiére année de vie (47,104,142).

La topographie de la dystonie prédominait au niveau du haut du corps chez la plupart de nos
patients, rappelant les tableaux cliniques associés a d'autres genes liés a la dystonie, tels que
GNAL (50) ou ANO3 (143). Sept patients présentaient également un syndrome extrapyramidal
léger, ce qui est cohérent avec le réle de Gao dans la transduction du signal dopaminergique
(144) et n’avait pas été rapporté jusqu’a présent dans les tableaux cliniques associés aux

variants pathogénes dans GNAO1.

Nous avons identifié trois familles autosomiques dominantes ou plusieurs membres
symptomatiques étaient porteurs de variants hétérozygotes pathogenes, ce qui contrastait
avec 'ensemble des patients rapportés qui présentaient des variants pathogénes de novo. De
facon intéressant, un porteur du variant (NM_020988.3):c.617G>A; p.Arg206GIn était resté
totalement asymptomatique. Les similitudes entre le phénotype de cette famille et les autres
cas - tous ayant une distribution de la dystonie au niveau du haut du corps - plaidaient en
faveur de l'implication de ce variant, alors qu'aucun autre variant de classe IV a V dans un gene

lié a la dystonie n'avait été identifié parmi les membres de cette famille.
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De plus, il faut noter qu’'un membre de cette méme famille et porteur de ce variant avait
présenté ses premiers symptOmes aprés 40 ans, ce qui signifie que ce porteur
asymptomatique de 30 ans pourrait étre potentiellement présymptomatique. L'identification
d'une autre famille incluant des patients présentant une dystonie suivant un mode de
transmission autosomique dominant liée a ce variant (NM_020988.3):c.617G>A; p.Arg206GIn
dans GNAO1 ainsi que le suivi de ce patient permettront de confirmer si une pénétrance

incompléte est possible dans les dystonies liées a GNAO1.

La plupart des variants identifiés dans ce deuxieme travail n’avaient pas été rapportés parmi
les cas précédemment publiés présentant un phénotype sévére, et deux variants étaient
récurrents dans plusieurs familles, ce qui suggere que ces phénotypes légers pourraient étre
liés a des mutations spécifiques. Cependant, les variants que nous avons identifiés étaient
proches des hot spot précédemment décrits conduisant a une substitution d'acides aminés
dans les mémes domaines fonctionnels (103). Des études fonctionnelles pourraient étre utiles
afin de déterminer si ces différents variants ont un impact plus léger sur la fonction de la

protéine.

De facon intéressante nous avons identifié deux variants aboutissant putativement a une
perte de fonction (un variant non-sens et une délétion du géne entier), affectant
vraisemblablement I'expression de la protéine et provoquant en définitive une
haploinsuffisance de GNAO1. Les 3 porteurs présentaient une dystonie débutant a la fin de
I'enfance ou a I'adolescence sans déficience intellectuelle. Ces résultat contrastaient avec les
précédents patients porteurs de variants présumés perte de fonction dans GNAO1, dans la
mesure ou des travaux antérieurs avaient suggéré que les variants perte de fonction étaient
principalement responsables d’encéphalopathies épileptiques tandis que les mutations gain
de fonction étaient principalement associées a un phénotype incluant des mouvements
anormaux (103). Des travaux récents suggerent que les variants pathogenes exercent leurs
effets sur la transmission du signal dopaminergique par une combinaison d’effet dominant

négatif et de perte de fonction (145).

Au total, notre second travail démontre I'existence d’un phénotype plus léger associé aux
variants pathogeénes dans GNAO1, contribuant a expandre le spectre phénotypique associé a

cette condition.
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A la suite de la publication de ce manuscrit, Krenn et al. ont publié une réponse a notre
publication sous forme de lettre a I’éditeur (146). En réévaluant I'ensemble des données de
séquencage de |I'exome réalisé sur une cohorte de plus de 1100 patients dystoniques, les
auteurs avaient pu identifier une délétion interstitielle hétérozygote en 16q12.2 incluant les
exons 4 a 8 de GNAOI1 portés par deux apparentés au premier degré symptomatiques
présentant une dystonie légere sans déficience intellectuelle associée. De facon intéressante,
ce variant avait été initialement classé comme un variant de signification indéterminées VUS)
puis reclassé probablement pathogene a la suite de la publication de nos travaux. Ce résultat
contribue ainsi a confirmer I’association entre I'haploinsuffisance de GNAO1 et les phénotypes

dystoniques légers sans caractéristiques encéphalopathiques.

Notre réponse a cette lettre est disponible en Annexe 1.

3.3 Les variants pathogenes dans NR4A2 et PPP2R5D, deux

causes génétiques de syndrome dystonie-parkinsonisme

Dans le troisieme travail de cette these, nous rapportons deux mutations perte de fonction
dans NR4A2 conduisant a la survenue d’un syndrome dystonie-parkinsonisme d'apparition
précoce sensible a la lévodopa chez deux patients ayant un antécédent de déficience

intellectuelle légére.

Des preuves convergentes nous ont amené a considérer ces variants comme responsables de
la symptomatologie chez ces deux patients. Premiérement, la probabilité d'intolérance a la
perte de fonction pour NR4A2 était respectivement de 0,99 et 1 selon les bases de données
Exac et Gnomad, sachant qu'un score supérieur a 0,9 est fortement évocateur d'une
intolérance a la perte de fonction. Deuxiemement les phénotypes de nos patients
partageaient plusieurs similitudes avec les quelques cas précédemment décrits de troubles du
neurodéveloppement associés a NR4A2 : les phénotypes étant principalement neurologiques
et comprenaient une déficience intellectuelle légere, des troubles du langage et des troubles
du spectre autistique (147). De fagon suprenante, la méme mutation de novo portée par notre
premier patient avait été récemment rapportée chez un enfant présentant une déficience

intellectuelle avec un trouble du langage important ainsi qu'une épilepsie, suggérant un hot
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spot mutationnel potentiel (148). Troisiemement, les données expérimentales suggerent que
NR4A2 joue un rble dans la promotion de la survie des neurones de la substantia nigra dans la
mesure ou l'activation ou l'augmentation de Nurrl, la protéine codée par NR4A2, protege
contre la perte de neurones dopaminergiques dans des modeéles in vitro et murins de maladie
de Parkinson (149-151). Inversement, l'invalidation hétérozygote de NR4A2 chez la souris
conduit a la perte progressive des neurones dopaminergiques dans la substantia nigra et a

I'apparition de signes parkinsoniens (152).

A la suite de la publication de ce travail, plusieurs autres équipes ont indépendamment
identifié de nouveaux patients porteurs de variants pathogénes perte de fonction ou faux-
sens dans NR4A2 et présentant une dystonie parfois associée a un syndrome extrapyramidal,
confirmant ce géne comme étant associé a un syndrome dystonie-parkinsonisme de début

précoce sensible a la lévodopa (153-156).

Concernant le quatrieme travail de cette thése, nous avons identifié la mutation récurrente
(NM_006245.4):c.598G>A ; p.Glu200Lys dans PPP2R5D chez trois patients présentant un
syndrome parkinsonien juvénile associé a une déficience intellectuelle légere et de facon
inconstante a une dystonie ou des myoclonies. Bien que |'association entre les mutations dans
PPP2R5D, notamment la mutation p.Glu200Lys, et la déficience intellectuelle soit bien établie
(157-160), ce travail est le premier a relier ce variant pathogéne a une pathologie
neurodégénérative, ce qui représente une avancée importante dans la compréhension de

['histoire naturelle de cette affection.

L'analyse neuropathologique d’'un des patients de ce travail représente la premiere
caractérisation de ce type chez un sujet porteur d’un variant pathogéne dans PPP2R5D. Les
résultats remarquables étaient I'absence de corps de Lewy, 'absence d’atteinte du locus
coeruleus et la perte dopaminergique prononcée au niveau de la substantia nigra, différant
en cela de l'aspect classique observé dans la maladie de Parkinson (113). De facon
intéressante, cet aspect anatomopathologique est similaire au syndrome dystonie-
parkinsonisme lié aux mutations bialléliques dans le géne PRKN, dont on suspecte qu’il soit en

lien avec une dysfonction mitochondriale (161).
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Suite a la publication du manuscrit, une équipe indépendante a rapporté au travers d’une
lettre a I’éditeur le cas d’un patient présentant également un syndrome parkinsonien juvénile
et porteur d’'une mutation (NM_006245.4):c.752A>T ; p.D251, confirmant I'implication de
PPP2R5D dans ce phénotype (162). Cette lettre démontre par ailleurs que le syndrome
parkinsonien ne reléve pas d’un effet spécifique de la mutation p.Glu200Lys, mais est bien
une caractéristique du spectre phénotypique associé a I'ensemble des mutations dans

PPP2R5D. Notre réponse a cette lettre est disponible en Annexe 2.

Depuis, d’autres patients porteurs de mutation dans PPP2R5D et présentant un syndrome
parkinsonien précoce ont été rapportés (163,164). PPP2R5D fait également parti des génes
rapportés comme étant associés a des syndromes dystoniques dans un récent travail portant
sur une cohorte de 1100 patients souffrant de dystonie (165). Pris ensemble, ces résultats
confirment que le spectre phénotypique associé aux mutations dans PPP2R5D comprend un

syndrome dystonie-parkinsonisme de début précoce en plus de la déficience intellectuelle.

3.4 Les variants pathogenes dans TMEM151A sont associés

aux dyskinésies paroxystiques kinésigéniques

Les mutations hétérozygotes de TMEM151A, géne codant pour la protéine transmembranaire
151 A, une protéine de fonction indéterminée, ont été trés récemment associées aux
dyskinésies paroxystiques kinésigéniques dans la population chinoise (123-125). TMEM151A
est fortement exprimé dans le cerveau, notamment le cortex cérébral et le thalamus et est

hautement conservé au cours de I’évolution.

Nous avons identifié un variant faux-sens de novo (NM_153266.4):c.166G >C ;p.Gly56Arg
dans TMEM151A chez un patient, en utilisant le séquencage de I'exome en trio. Ce variant,
absent des bases de données publiques dont Exac, 1000G et GhomAD, conduisait a une
substitution dans le deuxieme domaine transmembranaire de la protéine a proximité de
variants pathogénes précédemment signalés, tels que (NM_153266.4):c.140T>C ; p.Leu47Pro
ou (NM_153266.4):c.133T>G ;p.Cys45Arg.
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Le variant était prédit damaging par Polyphen et avait un score CADD supérieur a 20. Le
phénotype était cohérent avec ceux rapportés chez les patients porteurs de variants
pathogenes dans TMEM151A et était constitué de breves attaques de dystonies durant

guelques dizaines de secondes, favorisées par le mouvement volontaire.

Ce variant fut classé comme probablement pathogéne (classe IV) selon les critéres de I’ACMG
(PS2 + PM1 + PM2 + PP2 + PP4). Aucun autre variant de classe IV ou V n'a par ailleurs été
identifié dans cette cohorte de 23 patients incluant des patients présentant des formes
sporadiques de dyskinésies paroxystiques kinésigéniques. La fréquence de ce variant

pathogene correspondait ainsi a celle rapportée par Tian et al. (4,8%) (124).

Dans les formes familiales, nous avons également pu identifier des variants d’allure délétere
dans différents génes non rapportés jusqu’a présent dans les dyskinésies paroxystiques
kinésigéniques incluant notamment KCNJ10, GRIN2A, NLGN1, et HUWE1. Ces génes candidats
ont été déposés sur Genematcher sans que nous ayons pu identifier pour le moment d’autres
patients porteurs de variants pathogenes dans ces génes, permettant de les rapporter en tant
gue nouvelles causes génétiques de dyskinésies paroxystiques kinésigéniques. Des travaux
supplémentaires sur cette cohorte, incluant notamment le séquencage du génome des
patients non porteurs de variants dans TMEM151A sont prévus a terme afin d’identifier les

causes génétiques manquantes de dyskinésies paroxystiques kinésigéniques.

3.5 Perspectives pour le groupe de patients présentant une

dystonie généralisée associée a des troubles oculomoteurs

Concernant ce dernier phénotype, nous ne sommes pas parvenus a valider les génes candidats
identifiés en utilisant la stratégie exome sur ce groupe de patients présentant une paralysie
de la verticalité du regard associée a une dystonie. Les genes candidats ont été déposés sur
Genematcher sans que nous puissions identifier d’autres patients porteurs de variants
pathogenes dans ces génes et présentant un phénotype compatible avec les sujets de notre

cohorte.
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S’il n’est pas formellement exclu que les variants identifiés dans ces génes candidats soient
responsables de la symptomatologie chez nos patients présentant ce phénotype spécifique,
I’absence de retour sur Genematcher suggere que ces variants ne correspondent pas a des
causes fréquentes de syndromes dystoniques. L’autre explication serait, en conformité avec
notre hypotheése initiale, que des causes génétiques non capturées par le séquencage de

I’exome puisse expliquer ce tableau clinique particulier.

Plusieurs types de variants sont en effet mal détectés par le séquencage de I'exome (82). C’'est
le cas notamment des variants de structure. Ces variants de grande taille (par définition
supérieurs a 50 pb), vont comprendre, d’'une part, les translocations, les inversions qui ne
modifient pas la longueur du génome et, d’autre part, les grandes délétions et duplications,
appelées encore variations du nombre de copies (CNV), qui la modifient. lls sont un support
important de la variabilité génétique, et sont une cause génétique fréquente de pathologies
neurodéveloppementales. Dans le domaine des pathologies neurologiques de I'adulte, les
CNVs ont également été associés a divers phénotypes. On peut citer les délétions d’exons dans
le géne Parkin (166) et les duplications du gene SNCA (167), ce dernier étant responsable de
syndromes parkinsoniens de transmission autosomigue dominante. Dans la mesure ou leur
longueur peut excéder celle des reads (75—150 pb), la présence d’un CNV va essentiellement
se manifester par une diminution localisée de la profondeur de lecture, nécessitant |'usage
d’outils bio-informatiques spécifiques pour assurer leur détection. De nouvelles technologies,
al'image de la cartographie optique du génome basée sur de I’ADN linéarisé de trés haut poids

moléculaire ont démontré une meilleure capacité de détection de CNV complexes (168).

Les répétitions courtes en tandem sont un type de mutation fréquemment a l'origine de
pathologies neurogénétiques de I'adulte. On en dénombre actuellement plus de 50 (169).
L’exemple le plus connu reste celui de la chorée de Huntington associée a une répétition de
triplets CAG dans le géne HTT (170), mais on peut également citer la répétition d'un
hexanucléotide dans C9orf72, responsable de sclérose latérale amyotrophique ou de
démence lobaire frontotemporal de transmission autosomique dominante (171). Ces motifs
posent des problémes de séquencage dans la mesure ou il s’agit de séquences répétées,
rendant I'alignement sur le génome de référence difficile. En I'état actuel, le séquencage de

I'exome ou le séquencage d’un panel de genes par capture ciblée ne permettent pas
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d’identifier ce type de mutation. Le séquencage du génome long-reads rendu possible par les
technologies Oxford Nanopore sequencing ou Single-Molecule Real-Time sequencing de
Pacific Biosciences permet de contourner ces difficultés d’alignement et d’identifier ces

répétitions courtes en tandem (172).

Un grand nombre de pathologies neurologiques de I'adulte sont liées a des mutations
localisées non pas au niveau de I’ADN nucléaire, qui est analysé par le séquencage haut débit
de I’ADN, mais dans le génome mitochondrial. Cela est vrai dans le syndrome de Leigh
(encéphalomyélite nécrosante) souvent caractérisée par un phénotype dystonique ou

myoclonique (74). Ces variants ne sont pas capturés par le séquencage de I'exome.

L'insuffisance de couverture est également une limite pouvant potentiellement expliquer un
défaut de détection de causes génétiques de dystonie. Le séquencage de I'exome ne couvre
gu’environ 90 % des régions codantes. Ces régions mal couvertes comprennent notamment
des régions répétées. Ces difficultés peuvent également s’observer avec le séquencage d’un
panel de génes par capture ciblée. Il a été démontré que le génome assure une meilleure
couverture de ces régions codantes que le séquencage de I'exome, améliorant de fait la

détection des variants localisés dans de telles régions (173).

Enfin, il n'est pas exclu qu’'un certain nombre des causes génétiques manquantes de
syndromes dystoniques soient liées a des variants pathogenes localisés en dehors de la
séquence codante, a I'image des variants introniques profonds. Ces variants ne sont pas
couverts par le séquencage de I'exome, et seul le génome permet leur détection. Le couplage
du génome a des données de séquencage de I'’ARN peut étre utile pour faciliter
I'interprétation de la pathogénicité de ces variants en démontrant un impact sur |'épissage et

les transcrits du géne concerné (174).

Afin de poursuivre ce travail et d’identifier les causes génétiques manquantes chez ces
patients présentant ce syndrome associant dystonie et paralysie de la verticalité, nous avons
prévu de poursuivre les explorations en réalisant un génome associé a un pipeline bio-
informatique incluant I'outil ExpansionHunter, ceci afin de pouvoir détecter les répétitions

courtes en tandem (175).
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3.6 Conclusion

Au travers de ce travail de thése, nous avons pu identifier une architecture génétique
commune entre pathologies neurodéveloppementales et syndromes dystoniques
génétiqguement déterminés. Nous avons contribué a élargir le spectre phénotypique associé
aux variants pathogénes dans GNAOI. Nous avons identifié deux nouvelles causes de
syndromes dystonie-parkinsonisme de début précoce que sont les mutations perte de
fonction dans NR4A2 et la mutation p.Glu200Lys dans PPP2R5D. Enfin nous avons confirmé
I'implication des variants rares dans TMEM151A dans |'apparition de dystonies paroxystiques

kinésigéniques.

Dans la continuité de ce travail, une analyse du génome couplée a une stratégie de détection
des séquences répétées en tandem sont prévues afin d’identifier les causes génétiques
manguantes non couvertes par I'exome chez les patients présentant une dystonie associée a

une paralysie de la verticalité.
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With great interest, we read the letter written by Krenn et al. (1) regarding our recent paper
focusing on mild dystonic phenotype associated with GNAO1 heterozygous variants (2). In this
manuscript, the authors report on two first degree relatives (mother and daughter) presenting
with delayed-onset dystonia and carrying copy number variant (CNV) in GNAO1. The mother
exhibited from the age of 40 focal cervical dystonia associated with head tremor, then
developing segmental dystonia with additional myoclonus. No encephalopathic features nor
intellectual disability (ID) was reported. Her daughter showed non-progressive focal cervical
dystonia from the age of 16 associated with learning difficulties in childhood and generalized
tonic-clonic seizure. By re-assessing the whole-exome sequencing (WES) datasets of a cohort
of patients affected with dystonia, the authors finally identified a heterozygous interstitial
deletion at 16g12.2 including the exons 4-8 of GNAO1 (NM_020988.3). Interestingly, this
finding was initially ranked as a variant of unknown signification (VUS) then reclassified
following the publication of our work (2). These results have several important consequences,
both for movement disorders clinical practice and from a pathophysiological perspective.

For clinical practice, this work highlights the importance of GNAO1 CNV assessment facing
patients presenting with autosomal dominantly inherited focal dystonia. This finding is indeed
echoed by the very recent publication from Lasa-Aranzasti and colleagues, who identified a
larger 169 deletion in a patient showing mild ID associated with generalized dystonia (3).
Taken together, these two separated works suggest GNAO1 CNV are a non-uncommon cause
of prominent dystonic phenotypes, which should be carefully searched for in patients
exhibiting such clinical presentations. Second, it confirms our findings that delayed-onset
dystonia with no or little additional neurodevelopmental and neurological symptoms can be
the main phenotype of GNAOI1-related disorder. As highlighted by the authors, autosomal
dominantly inherited dystonia is not rare in movement disorder clinics. Our findings, taken
together with Krenn et al.’s, suggest that a substantial number of those cases could potentially
be related to GNAO1 likely pathogenic or pathogenic variants, which has important
implications for genetic testing and counselling. For instance, GNAO1 variants should be
searched for when the phenotype is compatible with the newly described GNAO1-related

spectrum, including when targeted gene panel sequencing (which did not include GNAO1) was
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negative or when WES previously identified GNAOI1 variant that was discarded since
considered as VUS.

From a pathophysiological perspective, it further demonstrates the relationship between
GNAO1 haploinsufficiency and milder dystonic phenotypes with no encephalopathic features.
This reinforces that genotype—phenotype correlations are nuanced in GNAOI-related
disorders, and that the hypothesis of loss-of-function variants causing epileptic
encephalopathy and gain-of-function variant causing a neurodevelopmental syndrome with
prominent dystonia is probably oversimplistic (4,5). It also raises the question of the factors
determining intrafamilial phenotypic variability and the differences in the clinical presentation
between patients carrying loss-of-function variants. Further functional works assessing the
peculiar impact of each mutation, as well as neuroimaging study of GNAO1-carriers might lead
to a better understanding of these factors and to the refinement of genotype-phenotype

correlations.
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We thank Walker et al., for their valuable comments. They report an interesting patient whose
clinical picture included moderate intellectual disability (ID), macrocephaly and hydrocephalus
related to aqueduct stenosis. He presented around the age of 20 with bradykinesia and rest
tremor leading to the diagnosis of early-onset parkinsonism. His symptoms were notably
characterized by a robust benefit with dopaminergic therapy, although his disease course was
complicated by severe motor fluctuations. 1-123 FP-CIT SPECT demonstrated reduced
dopamine uptake in the right basal ganglia. Exome sequencing identified the de novo missense
variant NM_006245.3:¢.748G>A (p.E250K) in PPP2R5D.

While this variant was neither reported in Clinvar nor the public version of HGMD, several
arguments support its pathogenicity. It is predicted as Probably Damaging by Polyphen
(score=1.0) and deleterious by PROVEAN. The variant is de novo, absent from public
databases, located in the wvicinity of a previously reported mutation
NM_006245.4(PPP2R5D):c.752A>T (p.D251V) and affects a highly conserved residue in a
gene intolerant to missense. In addition, very few genetic causes of syndromes associating ID
to early-onset parkinsonism have been reported besides PPP2R5D1,2. According to the
America College of Medical Genetics and Genomics criteria3, this variant would be classified
as likely pathogenic (Criteria PS2+PM2+PP2+PP3+PP4).

This new report of early-onset parkinsonism in a patient carrying a mutation in PPP2R5D
provides important confirmation of the gene’s association with early-onset parkinsonism. The
most important finding in this observation is probably the association of parkinsonism with a
different mutation than the p.E200K4. This suggests that early-onset parkinsonism is more
likely to be a general consequence of mutations in PPP2R5D rather than the expression of a
mutational effect. This finding has important practical consequences as it suggests that all
PPP2R5D mutation carriers are potentially at risk of developing early-onset parkinsonism.

Careful follow-up of the already identified patients with a focus on movement disorders and
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parkinsonian features should be encouraged and levodopa introduction should be considered
when parkinsonism is clinical suspected.

We agree with Walker et al. on the potential merits of screening for PPP2R5D mutations in
individuals with early-onset parkinsonism (particularly those with intellectual disability).
Increased screening will indeed be important in identification of other implicated PPP2R5D
mutations and genotype-phenotype correlation. In accordance with the task force for the
nomenclature of genetic movement disorders recommendations5, we propose to name this

confirmed new cause of early-onset parkinsonism PARK-PPP2R5D.
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Résumé

Les dystonies d’origine génétique forment un groupe de pathologies rares a I'origine de mouvements
anormaux et/ou de prises de postures anormales. Le séquencage ciblée d’un panel de génes de mouvements
anormaux permet un diagnostic moléculaire dans moins d’un quart des cas, suggérant qu’un grand nombre
de causes génétiques de dystonie reste a découvrir. L'objectif de cette these était d’identifier ces causes
génétiques mangquantes de syndromes dystoniques en utilisant le séquencage de I'exome.

Au travers de ce travail de thése, nous avons pu identifier une architecture génétique commune entre
pathologies neurodéveloppementales et syndromes dystoniques génétiguement déterminés. Nous avons
contribué a élargir le spectre phénotypique associé aux variants pathogénes dans GNAO1 en les rattachant a
des dystonies de sévérité moindre. Nous avons identifié deux nouvelles causes de syndromes dystonie-
parkinsonisme de début précoce, les mutations perte de fonction dans NR4A2 et la mutation récurrente
p.Glu200Lys dans PPP2R5D. Enfin nous avons confirmé I'implication des variants rares dans TMEM151A dans
I’'apparition de dystonies paroxystiques kinésigéniques.

Mots clés : dystonie, séquencage haut débit de ’ADN, GNAO1, NR4A2, PPP2R5D, TMEM151A

Résumé en anglais

Inherited dystonia is a group of rare neurogenetic conditions causing abnormal movements and/or abnormal
postures. Targeted sequencing of a movement disorders gene panel yields a molecular diagnosis in less than
25 % of cases, suggesting several genetic causes of dystonia remain to be discovered. Our objective was to
identify the missing genetic causes of dystonic syndromes using whole exome sequencing.

We were able to identify a common genetic architecture between neurodevelopmental disorders and
genetically determined dystonic syndromes. We also expanded the phenotypic spectrum associated with
GNAOI1 pathogenic variants to autosomal dominant and non-progressive focal or segmental dystonia. Then,
we identified two new causes of early-onset dystonia-parkinsonism syndromes, namely the loss-of-function
mutations in NR4A2 and the p.Glu200Lys mutation in PPP2R5D. We also confirmed the association between
rare variants in TMEM151A and paroxysmal kinesigenic dyskinesia.

Key words: dystonia, high throughput DNA sequencing, GNAO1, NR4A2, PPP2R5D, TMEM151A




