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Glossari d’abreviatures

5’UTR: Regid 5’ no traduida

ADN: Acid desoxiribonucleic

AGG: adenina-guanina-guanina

AMH: Hormona anti-Mulleriana

ARN: Acid ribonucleic

ARNInc: ARN llarg no codificant

ARNmM-expCGG: ARN missatger amb tracte expandit de CGGs
ARNmM: ARN missatger

AUG: Codd d'inici de la traduccié de I'ARNm

BRCA: Gen supressor de tumors, associat al cancer de mama i
ovari

BRO: Baixa reserva ovarica

CGG: Citosina-Guanina-Guanina
CPEB: Proteina d’unid al final poliadenilat de ’'ARNm

DGCRS8: Proteina de la regid critica de la delecié del
cromosoma 22ql1l

DGP-M: Diagnostic genétic pre-implantacional per malaltia
monogenica.

Drosha: Endonucleasa responsable del processament primari
de miARNs
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ESHRE: Societat Europea de Reproducci6 Humana i

Embriologia

FIV: Fecundacié in Vitro

FMR1: Ribonucleoproteina Missatgera X Fragil 1
FMR4: Ribonucleoproteina Missatgera X Fragil 4
FMR5: Ribonucleoproteina Missatgera X Fragil 5
FMRG6: Ribonucleoproteina Missatgera X Fragil 6
FMRpolyA: FMRpoliadenina

FMRpolyG: FMRpoliglicina

FSH: Hormona fol-licle-estimulant

FXAND: Fragile X premutation associated conditions
FXPAC: Fragile X associated neuropsychiatric disorder
FXPOI: Insuficiéncia ovarica prematura associada al X-fragil

FXTAS: Sindrome tremor/ataxia associat al X-fragil

GWAS: Estudis d'Associacio del Genoma Sencer

hnRNP As/B1l: Ribonucleoproteines nuclears heterogénies
As/B1

HP1: Proteina heterocromatica 1

Illa CpG: Illa Citosina- fosfat-Guanina

IOP: Insuficiencia ovarica prematura
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KLOTHO: Proteina reguladora del metabolisme i de Ila

longevitat.

LHCGR: Receptor de [|'hormona Iluteinitzant i de la

gonadotropina corionica

MBNL1: Proteina d'unidé a motius de miotonia 1
MIiARN: microARN

MRO: Marcadors de reserva ovarica

NGS: Seqlienciacié de nova generacid

NR5A1: Factor nuclear subfamilia 5, grup A, membre 1

Pura: Proteina purica alfa

RAN translation: Traduccié independent de codons d'inici
RFA: Recompte fol:licles antrals

ROP: Resposta ovarica pobra

SXF: Sindrome X-Fragil
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TBPL2: Factor de transcripcié TATA-Box-Binding Protein-Like 2.
TDAH: Deficit d'atencid i hiperactivitat

TEA: Trastorn del espectre autista

TGF-B: Factor de creixement transformador beta

TRA: Tecniques de reproduccié assistida
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Presentacio

La present tesi s'estructura seguint la normativa per a tesis doctorals
en format de compendi d'articles, per a I'obtencié del grau de Doctor
en Medicina.

La tesi consta de quatre objectius i tres articles. Els projectes inclosos
en aquesta tesi pertanyen a una mateixa linia de recerca, que ha

conduit a la publicacié de tres articles en revistes internacionals:

Article 1

Alvarez-Mora MI, Agusti I, Wijhgaard R, Martinez-Barrios E, Barcos
T, Borras A, Peralta S, Guimera M, Goday A, Manau D, Rodriguez-

Revenga L.

Evaluation of FMR4, FMR5 and FMR6 Expression Levels as Non-
Invasive Biomarkers for the Diagnosis of Fragile X-Associated Primary
Ovarian Insufficiency (FXPOI). J Clin Med. 2022 Apr 14;11(8):2186.
doi: 10.3390/jcm11082186. PMID: 35456280; PMCID: PMC9025681.

Estat: publicat. Factor d'impacte de la revista: 4.22, ler quartil en

Medicina
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Article 2

Agusti I, Alvarez-Mora MI, Wijngaard R, Borras A, Barcos T, Peralta
S, Guimera M, Goday A, Manau D, Rodriguez-Revenga L.

Correlation of FMR4 expression levels to ovarian reserve markers in
FMR1 premutation carriers. J Ovarian Res. 2024 May 17;17(1):103.
doi: 10.1186/s13048-024-01425-0. PMID: 38760837; PMCID:
PMC11100203.

Estat: publicat. Factor d'impacte de la revista: 4.80, ler quartil en

Obstetricia i Ginecologia.

Article 3

Agusti I, Méndez M, Borras A, Goday A, Guimera M, Peralta S,

Ribera L, Rodriguez-Revenga L, Manau D.

Prevalence of the FMR1 Gene Premutation in Young Women with a
Diminished Ovarian Reserve Included in an IVF Program: Implications
for Clinical Practice. Genes. 2024; 15(8):1008.
https://doi.org/10.3390/genes15081008

Estat: publicat. Factor d'impacte de la revista: 2.8, 2n quartil en

Genetica.
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1. Gen FMR1

El gen FMR1 o gen de la Ribonucleoproteina Missatgera X
Fragil 1 (OMIM*309550), situat al brag llarg del cromosoma X
(Xg27.3), conté una repetici6 de trinucleotids citosina-guanina-
guanina (CGG) a la regid 5’ no traduida (5’'UTR) de I'exé 1. El gen
FMR1 compren 17 exons i 40 kb d'ADN genomic. Transcriu un ARN
missatger (ARNm) de 3,9 kb. La proteina traduida s'anomena FMRP
(Fragile X messenger ribonocleoprotein) i és necessaria des de les
primeres etapes del desenvolupament fins al llarg de la vida (1). La
proteina FMRP és una proteina d’unié a ARN ampliament expressada
que regula la traduccié d’altres proteines. FMRP s’expressa
sobretot a neurones i cel-lules de la granulosa, amb un paper
clau en la formacio i funcié de la sinapsis (2). En la poblacié general
el nombre de repeticions CGG és polimorfic i es troba entre les 6 i 44
repeticions. En aquesta situacid, l'illa CpG adjacent, que actua com a
promotor, no esta metilada, i per tant, el gen esta actiu i hi ha sintesi
de proteina FMRP. Els al:-lels que contenen entre 6 a 44 CGG es
consideren normals i es mantenen estables quan es transmeten de
generacio en generacio.

La segona classe d'al-lels dins del rang normal superior conté entre
45 a 54 repeticions CGG. Aquest rang, conegut com a zona gris,
correspon als al-lels intermedis. Aquests poden ser estables o
lleugerament inestables, sobretot si no presenten interrupcions del
triplet adenina-guanina-guanina (AGG), i transmetre’s a generacions
posteriors amb la possibilitat d'expandir-se a un al-lel premutat. La
freqiéncia d’al-lels intermedis a la poblacid general varia d'1 de cada
35 a 1 de cada 57 individus (3).

Quan el nombre de repeticions CGG esta entre 55 i 200, es
parla d’al-lels premutats. En aquest estat, I'al-lel és inestable amb

una tendeéncia a incrementar la seva longitud en cada divisio cel-lular

23




Introduccio

L]

i amb major risc d'expandir-se cap al rang de la mutacié completa. En
aguesta situacié de premutacid, el gen FMR1 es transcriu ja que l'illa
de CpG no esta metilada. Per tant, els portadors de la premutacio
en el gen FMR1 tenen una sintesi normal o lleugerament
reduida de FMRP i, per tant, sén asimptomatics per a la sindrome X
fragil (SXF; OMIM #300624), tot i que ens els darrers anys s’han
associat diverses patologies (4). Els trastorns associats més coneguts
son el sindrome de tremolor/ataxia associat a X fragil (FXTAS; OMIM
#300623) i la insuficiencia ovarica prematura associada a X fragil
(FXPOI; OMIM #311360) (5). La freqiéencia d'individus portadors
d’'una premutacié a FMR1 a la poblacié general és d'aproximadament
1:850 per als homes i 1:257-300 per a les dones (6, 7). A les
poblacions occidentals, la freqiiencia en dones oscil-la entre 1 de cada
151 a 1 de cada 259, tot i que hi ha proves de variabilitat étnica i
racial. A Israel, per exemple, la freqliéncia de la premutacio és al
voltant d'1 de cada 113 i a Taiwan d'l de cada 837 (3, 8-10).

Per altim, quan el numero de triplets CGG supera les 200 repeticions,
es quan es defineix la mutacid completa del gen. Davant d’aquesta
situacid, la regié promotora del gen FMR1 es metila, el gen no es
transcriu, donant lloc a I'abséncia de la proteina FMRP i a les
manifestacions cliniques caracteristiques de la SXF. La SXF és la
causa hereditaria més freqlent de discapacitat intel-lectual i autisme
(11). Les caracteristiques cliniques inclouen discapacitat intel-lectual,
trets facials caracteristics amb orelles grans i mandibula prominent,
troballes de teixit conjuntiu (hipermobilitat articular),
macroorquidisme després de la pubertat i anomalies del
comportament (12). Al tractar-se d’un gen lligat al cromosoma X, tots
els individus homes amb la mutacié completa estan afectats de la
sindrome, mentre que en dones i degut al fenomen de la inactivacio

del cromosoma X, entre un 30% a 50% presenten manifestacions
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cliniques similars a les d’'un home. La incidéncia de la SXF és
d’aproximadament 1:4000 en homes i 1:8000 en dones (13).

Els diferents estats al-lélics pel gen FMR1 es troben representats en la
Figura 1.

Rang Normal |  — ]

Premutacid I I

Mutacié Completa |

—

Increment CGG

Normal Premutacio Mutacié completa

= [ BN] )
w8l BB oo

Fenotip

FXTAS/FXPOIl/altres SXF

Figura 1. Distribucid del gen FMR1 segons el numero de triplets
CGG. ARNm: ARN missatger; FMRP: proteina sintetitzada pel gen
FMR1; FXTAS: Sindrome tremolor/ataxia associat al X fragil, FXPOI:
insuficiencia ovarica prematura associada al X fragil; SXF: Sindrome
X fragil.
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1.1 Trastorns associats a la premutacio del gen FMR1

Tot i que historicament els portadors de la premutacié a FMR1 s'han
considerat asimptomatics al tenir un funcionament cognitiu normal,
actualment diverses patologies s'associen als al-lels premutats. Els
trastorns associats més coneguts sén el FXTAS i I'FXPOI. A part
d'aguestes dues condicions, també s'ha descrit que els portadors de
la premutaci6 a FMR1 poden presentar una varietat d'altres
problemes medics, com trastorns psiquiatrics d'ansietat i depressio,
trastorns del neurodesenvolupament o trastorn per deficit
d'atencié/hiperactivitat. Recentment s’ha proposat utilitzar el terme
FXAND (fragile X associated neuropsychiatric disorder) per recollir i
englobar tot aquest perfil neuropsiquatric (14). De manera similar,
també es proposa el nom de FXPAC (fragile X premutation
associated conditions) per referir-se a |'ampli espectre clinic que
afecta als portadors de la premutacio (15).

Totes aquestes patologies associades a la premutacid mostren una
penetrancia reduida, es a dir, que no tots els portadors de la

premutacido a FMR1 desenvolupen aquests trastorns.

FXTAS és un trastorn neurodegeneratiu caracteritzat per ataxia
cerebel-losa progressiva d'inici tarda i tremolor d'intencid. Els déficits
cognitius també sén caracteristics i inclouen problemes de memoria i
deficits de funcié executiva que, en alguns individus, progressen a
demencia. L'edat d'inici del FXTAS és tipicament entre 50 i 60 anys i,
la seva incidencia, al tractar-se d’una malaltia lligada al cromosoma
X, és més alta en homes (40%) que en dones (16-20%) portadores

de la premutacié (5).
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L'FXPOI, es defineix com la insuficiencia ovarica prematura (IOP)
associada a la dona portadora de la premutacié. Mentre que la IOP
afecta al 1% de les dones de la poblacid general, la incidencia
d’FXPOI entre les dones portadores de la premutacio en el gen FMR1
és del 16-24% (11, 16). Aquesta disfuncid ovarica condueix a la
reduccié o péerdua de la fertilitat a una edat molt prematura. A més,
el deficit dels nivells d'estrogen en edats joves, comporta
consequéncies clinigues addicionals com un augment en el risc de
patir una baixa densitat Ossia, osteoporosi prematura i fractures
ossies, aixi com problemes coronaris i cardiovasculars que

incrementen la mortalitat.

D'altra banda, el FXAND fa referéncia als problemes
neuropsiquiatrics que generalment ocorren a una edat més precog
que el FXTAS. Els trastorns neuropsiquiatrics en nens amb la
premutaciéo inclouen ansietat, trastorn per deéficit d'atencid i
hiperactivitat (TDAH), deficit social o trastorn del espectre autista
(TEA). En adults, l'ansietat i la depressié sén els problemes meés
comuns. Aquests problemes sovint es veuen agreujats per la fatiga
cronica, el dolor cronic, la fibromialgia, els trastorns autoimmunes i
els problemes del son, que també sembla s'associen amb una
incidencia superior entre els/les portadors/es de la premutacio

respecte a la poblacié general (17) (Figura 2).
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PSIQUIATRICS ENDOCRINS NEUROLOGICS
Ansietat
FXTAS
Disfunci6 tiroidea
Sindrome depressiu
major

Neuropatia

Alteracions del son
Hipertensié
Fibromialgia

Depressi6 post-part

Figura 2. Trastorns associats a la premutacié del gen FMR1. IOP:

Insuficiencia ovarica prematura; FXTAS: Sindrome tremolor/ataxia

associat al X fragil; FXPOI: insuficiencia ovarica prematura.

1.2 Mecanismes fisiopatoloagics

Actualment sorgeix una interrogant important, i és per que el FXTAS i

FXPOI es limita Unicament a les persones portadores de la premutacié

i no a les que presenten una mutacié completa. Hi ha varies teories

publicades,

en aquesta tesi

reconeixement.
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1.2.1 Mecanisme de toxicitat per un guany de funcié

Aguest model sorgeix de l'observacié de nivells incrementats
d'ARNm del gen FMR1 entre els portadors de la premutacio
(~2-8 vegades) (18), i de la identificacié d’inclusions ubiquitina-
positives en mostres de teixit cerebral de pacients amb FXTAS (19).
Segons aquest model, 'ARNm amb tracte expandit de CGGs (ARNm-
expCGG) és exportat des del nucli de la cél-lula al citoplasma on la
traduccié es veu afectada, donant lloc a una reduccid dels nivells de
proteina FMRP. Com a efecte compensatori, la transcripcié d’FMR1
s'incrementa i, consequentment, augmenten els nivells d'’ARNm
d’FMR1 (20). Les cel-lules, a través de la via de degradacié de la
ubiqiitina-proteasoma, intentarien eliminar I'excés ARNm-expCGG i,
al no ser possible, es formarien unes inclusions intranuclears que
contindrien 'ARNmM-expCGG. Aquest ARNm-expCGG, se sap que és
capa¢ d’adoptar unes estructures secundaries, tipus forquilles d’ARN
(21), que atrapen de forma no canonica proteines d'unid a I'ARN
donant lloc a agregats proteics. El segrest d'aquestes proteines d'unio
a I'ARN inhibiria les seves funcions normals, comprometent Ia
integritat cel-lular i potencialment causant la mort cel-lular. Es
important tenir en compte que en aquest model, la toxicitat sorgeix
com a resultat de la repetici6 CGG expandida, ja que la sobre-
expressio de I'ARNm d’FMR1 sense una expansio de repeticié CGG no
desencadena la mort cel-lular (22).

Gracies al model muri de I'FXPQOI, es creu que la premutacio del gen
FMR1 no té efecte en la reserva de fol-licles primordials, ja que no es
troben diferéncies en comparar el nombre de fol-licles o la mida
ovarica entre els ratolins que desenvoluparan FXPOI i els no afectats.
No obstant aix0, el nombre de fol-licles madurs si que es veu
marcadament reduit, suggerint que la premutacid podria actuar

bloguejant el seu desenvolupament i/o incrementant |I'apoptosi
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d'aquests fol:licles (23, 24). En aquesta linia, s'han referit nivells
incrementats d'ARNm del gen FMR1 en l'ovari de ratoli i en cel-lules
de la granulosa de dones portadores de la premutacio (24, 25). Totes
aquestes dades donarien suport a aquest mecanisme de guany de
funcié (26) (Figura 3).

(CGG)ss.200

Exportaci6 i transport

Activacié dels
d'ARNm deteriorats

retrotransposons

Processament de
miARN deteriorat

>
»

Formacio de granuls ~
 destrés Gelificacié de 'ARN.
Inhibici6 global de la Segrest de factors
traduccio d'unié a I'ARN

|

Les proteines son segrestades
pels agregats de ARN CGG,

amb pérdua de funcié.

Figura 3. Mecanisme de guany de funcié en trastorns associats al X-
fragil. miARN: microARN. Figura modificada de Glineburg et al., 2018
i Rosario et al., 2020 (27, 28).

La identificacié de les proteines que s'uneixen i sén segrestades per
I'ARNmM-expCGG dins de les inclusions intranuclears al cervell ha estat
un pas important per entendre la contribucié de la toxicitat de guany
de funcié de I'ARN a la patogénesi de FXTAS. Entre les proteines que
s’han identificat unides a aquestes inclusions trobem proteines
associades a la regulacié de la transcripcié (p.ex. hnRNP As/B1, Purg,
MBNL1), de processament de miARNs (pex. DGCRS8, Drosha) o

manteniment de la cromatina (HP1). Tanmateix, tot i que es preveu
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que aquestes també siguin rellevants en la patogénesi de I'FXPOI,
encara no existeix una validacid en models especifics d'ovari. A més,
tot i que s'espera un grau de superposicid donats els paral-lelismes
amb FXTAS, és probable que algunes proteines desregulades siguin
especifiques de les cél-lules de la granulosa, per tant, la identificacio
d'aguestes dianes ovariques sera essencial, ja que és probable que
siguin clau per entendre el mecanisme de guany de funcié en I'FXPOI.
Finalment, el descobriment dels ARN llargs no codificants (ARNINnc)
originats a partir del locus FMR1 també recolza la teoria del guany de
funcid6 ARNmM-expCGG com un dels els possibles mecanismes
fisiopatologics subjacents a I'FXPOI. Per al locus FMR1 es deriven 3
ARNInc anomenats FMR4, FMR5 i FMR6 (Figura 4) (29, 30). Estudis
previs han descrit diferents nivells d'expressid d'aguests ARNInc entre
portadors de premutacié, suggerint una associacié funcional amb els
trastorns associats a la premutacio (31).

Els ARNInc es defineixen com a molécules d'ARN no traduides de més
de 200 nucleotids de longitud capaces de modular I'expressié genica
a través de diferents mecanismes (32). S'ha demostrat que els
ARNInc es poden detectar en alguns fluids corporals extracel-lulars
com el plasma o l'orina i que mostren una alteracié dinamica en les
malalties. Els ARNInc poden ingressar al torrent sanguini encapsulats
en exosomes i vesicules extracel-lulars o dins dels cossos apoptotics,
conferint-los estabilitat i resisténcia a la degradacié per ARNases. Per
tant, l'estabilitat que presenten en els principals fluids corporals
juntament amb els patrons d'abundancia especifics de malaltia, fan
que els ARNInc estiguin despertant un enorme interés com una nova

classe de biomarcadors de pronostic i diagnostic no invasiu.
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Gen FMR1

Transcrit d’ARN

”’ Codificant per proteines
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FMR1 FMRé

FMRS5
FMR4

Figura 4. Representacid esquematica dels diferents transcrits
generats del locus del gen FMR1. Figura modificada de Malecki et al.,
2020 (33).

1.2.2 Mecanisme de toxicitat de proteines transcrites mitjancant
el procés de traduccidé no promogut pel codd d’inici AUG (RAN-

translation o Repeat-associated non-AUG translation)

L'inici de la traduccié és un procés molt complex que resumidament,
requereix d'un assemblatge entre el ribosoma i el codd d’inici de
traduccidé de ’'ARNm (codd AUG). En malalties causades per I'expansid
de triplets se sap que existeix un mecanisme de traduccié no canonic
que es déna com a conseqiéncia de la regid repetitiva. Aquest
mecanisme, conegut com a RAN translation, no necessita del codo
d'inici AUG i permet la produccid de proteines homopolimériques o
dipeptides aberrants generades a partir de multiples pautes de
lectura de la mateixa repeticio de nucleotids. En el cas de FXTAS,
I'any 2013 Todd i col-laboradors, van demostrar que la RAN-
translation es produeix en el tracte CGG expandit de la premutacio,
donant lloc a FMRpolyG i FMRpolyA tant en cultius cel-lulars com en

models animals de FXTAS i en teixit cerebral postmortem de pacients
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FXTAS (34). Aquests mateixos autors també van veure que les
proteines FMRpolyG s’agregaven i co-localitzaven amb les inclusions
caracteristiques que presenten els pacients (Figura 5). Tot i que aixo
proporciona evidencies que l'expressiéo de la FMRpolyG podria
estar relacionada amb les malalties associades a Ia
premutacioé a FMR1, encara sOn necessaries més dades per establir,
de manera concloent, que les inclusions d’FMRpolyG sén una

caracteristica patologica d’FXPOIL.

Toxicitat mediada per la traduccié
RAN

Deficiéncia del sistema
ubiquitina-proteasoma

(CGG)ss.200

FMR1 ARNm

FMR1 ORF

Formacié de granuls d'estres.
Arquitectura de Inhibicié global de la traduccié
lamines
desorganitzada

x'l""a‘—

00000

Generacio de proteines toxiques
de poliglicina i polialanina

Figura 5. Tant I'ARNm amb repeticions CGG com els polipéptids
derivats de la traduccid RAN de CGG promouen la formacié de granuls
de l'estres, afectant la traduccié global de proteines. ARNm: ARN
missatger. Figura modificada de Glineburg et al., 2018 i Rosario et al.,,
2020 (27, 28).

33




Introduccio

2. Insuficiéncia ovarica prematura

2.1 Definicio

La definicid de la IOP ha anat canviant al llarg del temps. Segons
I"Gltima actualitzacio de la guia de la Societat Europea de Reproduccié
Humana i Embriologia (ESHRE), es defineixen com criteris diagnostics
de la IOP, la presencia d’oligo/amenorrea durant almenys 4 mesos
i un nivell d’hormona fol:licle-estimulant (FSH) per sobre de 25
UI/Il en dues ocasions separades per un mes en dones menors de
40 anys. Des d'un punt de vista estadistic, el limit d'edat de 40 anys
és aproximadament dues desviacions estandard per sota de l'edat
habitual de la menopausa (50 +£ 4 anys). Convencionalment, la
menopausa que es produeix en el grup d'edat de 40 a 44 anys es
coneix com a 'menopausa precoc'; tot i que, en alguns estudis, aixo
pot incloure els 45 anys (35). La prevalenca de la IOP és
d’aproximadament de 1'1% en poblaci6 general i és una de les
principals causes d'infertilitat. Un estudi al 2003, va identificar una
menor prevalenca de IOP en dones asiatiques en comparaciéo amb les
hispaniques, afroamericanes o caucasiques. Aix0 podria reflectir tant

factors genetics com no genétics (36).

2.2 Impacte en la dona i familiars

Quan una dona jove es troba en estat de fallida ovarica (o transitant
cap a ella), comporta una série d’alteracions que poden condicionar la
seva vida i la seva salut (tant fisica com mental). Entre els trastorns
s’inclouen trastorns ginecologics com ataxia menstrual, menopausa
prematura i infertilitat, i trastorns derivats del hipoestrogenisme.

Quan s’estableix el fallida ovarica ovaric, hi ha una hipoestrogenisme
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associat degut a la falta de cicles menstruals. Aix0 pot afectar a la
salut Ossia, augmentar la morbiditat cardiovascular i alterar-se la

funcid sexual.

El diagnostic d’infertilitat va intrinsec al concepte de IOP, donat que
es tracta d’una fallida ovarica en una dona jove menor a 40 anys amb
impossibilitat de poder recuperar cicles ovarics i plantejar-se una
gestacid espontania o técniques de reproduccid assistida (TRA). En
conseqliencia, en el moment que la dona tingui desig gestacional,
I"lnica possibilitat per aconseguir una gestacid seria recérrer a una
donaciéo d’ovuls. Aquesta situacio, pot tenir un fort impacte
psicologic en la dona i els familiars, afectant aixi la seva

qualitat de vida.

2.3 Causes geneétiques d’insuficiéncia ovarica prematura

La IOP es una condicid clinica amb una etiologia heterogenia ja
que pot ser causada tant per defectes genéetics, com per malalties
autoimmunes, factors iatrogenics (quimioterapia o radioterapia),
infeccions virigues o toxines, alteracions metaboliqgues o pot
romandre idiopatica (37). L'etiologia genética representa el 20-25%
dels casos y entre els diferents defectes genetics, tant les anomalies
cromosomiques como alteracions monogeniques poden donar lloc a la
IOP.

Les anomalies cromosomiques sén una causa ben establerta de
IOP, i la seva fregiéncia és d’aproximadament 10-13% (38). Defectes
que impliquen tot el cromosoma X o una part important, com la
monosomia X (45,X; sindrome de Turner), formes mosaic
(45,X/46,XX i 45,X/47,XXX), delecions del cromosoma X o
translocacions entre el cromosoma X i un autosoma, s’associen amb

IOP (37). La regid del brag llarg del cromosoma X que sembla ser
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critica per la IOP, s’estén de Xq13-Xq21 a Xq23-Xqg27. L'avaluacio
d’aquests tipus d‘'alteracions cromosomiques es pot realitzar

mitjangant un cariotip per técniques de citogenetica convencional.

Per altra banda, centenars de gens han estat implicats en I'etiologia
de la IOP per la seva participacié tant en processos biologics claus en
I'ovari, com ara la meiosi i la reparacié del dany a I'ADN, la
recombinaci6 homologa, el desenvolupament fol-licular, la
diferenciacio i proliferacid de cel-lules de la granulosa i I'ovulacio. En
els darrers anys i gracies a la implementacié de tecniques moleculars
d’alt rendiment com la seqienciacid massiva (NGS), s'ha ampliat molt
el coneixement de la patogénesi de la IOP, amb aproximadament 90
gens associats, tant a formes aillades com sindromiques (39).

Tot i aix0, la causa monogeénica coneguda més freqiient en la
IOP és la premutacio en el gen FMR1, representant el 4-6%
dels casos (40, 41). Aquest trastorn associat a la premutacid es

coneix amb el nom d’FXPOI.

Actualment, un procés diagnostic tipic de IOP a nivell genetic ha
d’incloure un analisi per a la deteccié de la premutacié del gen FMR1
(estudi de I'expansié del tracte CGG) i una prova de cariotip.

Donat que els casos de IOP associats a condicions genétiques no son
freqlents, a vegades es diagnostiquen quan la fallida ovarica ja esta
establerta, motiu pel qual les TRA (com per exemple la preservacio

de fertilitat o la fecundacid in vitro (FIV)) no son aplicables.

2.4 Factors de risc per FXPOI

Com s'ha indicat anteriorment, hi ha un risc d’ aproximadament 20
vegades major de que les dones portadores de la premutacio

presentin IOP. Per tant, identificar els factors de risc per predir l'inici
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de I'FXPOI es essencial per a la salut de les dones. Al llarg dels anys
s’han estudiat diferents aspectes moleculars que podrien estar
associats amb el risc a desenvolupar FXPOI (Figura 6). Aspectes com
I'origen patern de l'al-lel premutat (42), el nUmero d’interrupcions
AGG, els nivells d’expressido de I'ARNm d'’FMR1 o la inactivacié del
cromosoma X s’han estudiat sense arribar a obtenir resultats
concloents (43, 44). Actualment, Unicament la mida de l'expansid,
I'habit del tabaquisme i els antecedents genetics es descriuen com a

factors de risc ben documentats per a FXPOI.

Nivells d’expressio de
I'ARNm del FMR1

Inactivaci6 preferent Numero de
del cromosoma X repeticions CGG
Bases
moleculars
Origen parental de Nidmero de
I'allel premutat interrupcions AGG

Figura 6. Bases moleculars proposades que podrien influir en el risc
de desenvolupar FXPOI. AGG: adenina-guanina-guanina; ARNm: ARN
missatger; CGG: citosina-guanina-guanina; FXPOI: insuficiéncia

ovarica prematura associada a I'X-fragil.
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2.4.1. La mida de I'expansié de CGG.

Pel que fa al nombre de repeticions CGG, s'ha demostrat una
correlacio significativa entre el nombre de triplets i el risc de
desenvolupar FXPOI, encara que aquesta relacié no és lineal,
essent major el risc en aquelles dones amb al:lels compresos entre 80
i 99 repeticions CGG (45-48). En un estudi publicat per Allen i
col-laboradors (45), es calcula en un 38% el risc a desenvolupar FXPOI
en aquets grup de portadores d’alt risc amb expansions entre 80-99
CGGs.

2.4.2. Tabaquisme.

El tabac és un factor de risc modificable important, conegut per
reduir I'edat de la menopausa en totes les dones, no només entre
aqguelles portadores de la premutacié. A més, s'ha observat un efecte
dosi-resposta, on limpacte nociu del tabac augmenta
proporcionalment amb I'exposicié. L'efecte toxic del tabac pot portar
a la destruccid d'ovocits primaris a nivell ovaric i accelerar el
desenvolupament de la IOP. Els estudis en FXPOI han mostrat que
fumar té el mateix efecte negatiu en les dones amb premutacié que

en les no portadores, amb un risc relatiu d’'1.34 (45, 49).

2.4.3 Antecedents geneétics.

L'edat mitjana de la menopausa entre els familiars de primer grau
és un predictor significatiu de I'edat de la menopausa entre les dones
portadores de la premutacio (50, 51). Aixo dona suport a la hipotesi
que el risc d’FXPOI no només depen del gen FMR1, sind també
d'altres factors genétics. S'han identificat diverses variants

genetiques associades a I'edat de la menopausa en estudis GWAS
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(Genome-Wide Association Studies) en la poblacié general (52, 53), i
molts gens també han estat identificats per NGS com a candidats per
a FXPOI, tot i que només uns pocs han estat validats funcionalment
(54).

3. Baixa Reserva Ovarica

3.1 Definicio

La baixa reserva ovarica (BRO) és una condicié en que |'ovari perd el
seu potencial reproductiu normal i que es caracteritza per
menstruacions regulars amb alteracions en els marcadors de reserva
ovarica (MRO). Pot existir una relacié entre IOP i BRO formant part
d’'un mateix espectre, tot i que cal considerar aquestes dues
condicions com a entitats separades (35).

El terme "reserva ovarica" abasta tant la quantitat com la qualitat

dels fol-licles primordials.

Al llarg del temps s’han proposat diferents MRO, com per exemple, el
nivells de la hormona fol-licle-estimulant (FSH) produida a la hipofisi i
els nivells d'estradiol (hormona produida pels fol:licles). Actualment
aguest marcadors estan en desus i en la practica clinica habitual, els
MRO establerts i normalitzats son els nivells d’hormona anti-
miilleriana (AMH) i el recompte de fol:licles antrals (RFA)
(Figura 7).

L'AMH es una hormona que es produeix a nivell dels fol:licles petits
(<10mm) de l'ovari i que reflecteix la quantitat d'ovuls que queden
als ovaris. Actualment, es considera un nivell séric d’/AMH per sobre

de 1.2 ng/mL un bon tall per valorar una reserva ovarica normal.
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Per altre banda, el recompte de fol-licles antrals (RFA) és el
comptatge del nombre de fol:licles petits (2 a 9 mm) que es poden

observar a les estructures antrals dels ovaris mitjancant una
ecografia transvaginal al comencament del cicle menstrual (Figura 8 i
9). Quan parlem d’'una normo-reserva, esperem un RFA entre 7-10

comptant els dos ovaris.

Depenent de FSH

L

Control paracri r -
|ndepen5ent de Control endocri

Depenent de ;

gonadotropines Inhlb'na B P Ovulatori

gonadotropines 20 mm
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AMH

.

Primari

Secundari
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Primordial / \ RFA
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Reclutament primari Reclutament secundari Seleccio Dominancia
1} L 1] 1
>120 dies 85 dies 14 dies

Figura 7. Possibles marcadors de reserva ovarica proposats al llarg
del temps. Amb la fletxa vermella s’assenyalen els marcadors que
actualment es fan servir. RFA: recompte fol-licles antrals; AMH:
Hormona anti-Mdulleriana; FSH: Hormona fol:-licle estimulant. Figura
modificada de La Marca et al., 2009 (55).
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Cél-lules de
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Figura 8. Desenvolupament d’'un fol:licle ovaric durant el cicle
menstrual. S’observen els diferents estadis pels que passara fins
I'ovulacié. Quan estem a |'etapa antral, és quan es fa el recompte de
fol-licles antrals. Aquests fol-licles tenen una mida entre 2-9 mm i son
els responsables de la secrecid d’ hormona anti-Milleriana. RFA:

recompte fol:licles antrals; AMH: Hormona anti-Mllleriana
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Figura 9. Imatge per ecografia transvaginal a l'inici del cicle ovaric

per realitzar el recompte de fol:licles antrals.
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No existeixen uns criteris establerts per la definicio de BRO, i
la definicid ha evolucionat amb el temps, segons diferents criteris

hormonals i de resposta a I'estimulacid ovarica.

Segons Streuli i col-laboradors, I'any 2009 es considerava BRO la
dona amb cicles regulars o irregulars, nivells de FSH >10 IU/I, nivells
d'AMH <7 pmol/L o una resposta pobra a I'estimulacid6 ovarica
controlada (56). Més endavant, al 2011, Karimov et al., definia els
criteris amb nivells elevats de FSH (>10 IU/I) durant els dies 2-4 del
cicle menstrual, després d'un test de citrat de clomifé o de forma
aleatoria si els cicles eren irregulars. També es podia diagnosticar
amb nivells elevats d'estradiol (>80 pg/ml) o amb una resposta pobra
a la estimulacié ovarica, si hi havia menys de cinc fol-licles 212 mm

després de tractament amb 450 UI diaries de gonadotropines (57).

El grup de Pastore et al., al 2012 i posteriorment al 2017, definia la
BRO amb nivells de FSH >10 mIU/mL durant els dies 2-5 del cicle, o
>12 mIU/mL després de 5 dies de tractament amb 100 mg de citrat
de clomifeé, o per la preséncia de menys de 6 fol:licles antrals de 2-10
mm, en pacients de 42 anys amb cicles menstruals regulars durant
els Ultims 6 mesos. També eren criteris, nivells baixos d'AMH per a la
seva edat, o la preséncia de menys de 6 fol:-licles antrals de 2-10 mm
a l'ecografia ovarica (58, 59). El grup espanyol de Barasoain (60)
defineix la BRO en dones amb cicles irregulars i fecunditat reduida, i
nivells de FSH =10 IU/l. Segons Eslami et al., es considera que
pertanyen al grup BRO les pacients menors de 40 anys amb menys
de tres oocits després d'una estimulacid convencional, amb un RFA
inferior a 5-7, nivells de FSH >11 IU/I el tercer dia del cicle i cicles

menstruals regulars durant els ultims 6 mesos (61).
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Finalment, en un metanalisi recentment publicat defineix la BRO en
dones amb cicles regulars o irregulars, nivells elevats de FSH (>10
IU/1), un RFA inferior a 5-7 (de 2-10 mm de diametre) o una
resposta pobra a l'estimulacié ovarica controlada abans dels 40 anys
(42).

Aixi, les definicions han anat evolucionant amb el temps, compartint
criteris basats en nivells hormonals anomals i una baixa resposta a
I'estimulacié ovarica, amb algunes variacions en els llindars

hormonals i altres factors diagnostics.

3.2 Classificacio

En les técniques de reproduccid és molt important definir les pacients
en base als MRO i classificar-les per poder personalitzar al maxim
el protocol d’estimulacio, valorar proves complentaries i poder fer

una bona valoracié del cas i I'exit reproductiu.

Es per aquesta rad que al 2011, amb la classificacié de Bolonya, es
va fer el primer esforc per part de la comunitat cientifica
d’estandarditzar la definicid de la resposta ovarica pobra (ROP) d’'una
manera simple i reproduible. La ROP a l'estimulacié generalment
indica una reduccid en la resposta fol:licular, resultant en un menor
nombre d’odcits recuperats (62). Dels criteris diagnostics seglents,

almenys dues de les seglients tres caracteristiques han d’estar

presents:
(i) Edat materna avancada (>40 anys) o qualsevol altre
factor de risc per a resposta ovarica suboptima;
(ii) Cicle previ d’estimulacid ovarica amb menys de 3
oo0cits recuperats;
(iii) Baixa reserva ovarica (AFC <7 i/o AMH <1.1 ng/mL)
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També seria un criteri classificatori dues estimulacions prévies a dosis
maximes amb menys de 3 oodcits recuperats tot i que no hi hagi una

edat materna avancada o una alteracio en els MRO.

Pocs anys després de la seva publicacid va ser glestionat el seu Us
degut a que agrupava dones que diferien significativament en
caracteristiques biologiques. Es important tenir en compte, no només
el nombre d'oocits recuperats, sind6 també diverses caracteristiques
que poden influir en els resultats del tractament, com poden ser:
1) la taxa d'aneuploidia embrionaria/blastocistica relacionada
amb l'edat, que pot canviar drasticament el pronostic en
dones amb el mateix nombre d'odcits; i
2) la "sensibilitat" ovarica a les gonadotropines exogenes, que

podria estar relacionada amb un perfil genétic especific.

Es per aix0, que posteriorment, al 2016, es publiquen els criteris de
Poseidon (63). Aquests proposen una nova definicié de pacients
amb "mal pronostic” i tenen en compte diferents caracteristiques
clinicament rellevants que ajuden a guiar als metges en la gestio de
les pacients. Per una banda introdueixen dues noves categories de
resposta deficient:
a) Una "resposta suboptima", definida com la recuperacio de
4-9 oo0cits, associada a una taxa de naixements vius
significativament més baixa en comparacié amb els
pacients amb resposta normal (10-15 o0cits).
b) Una "hiporesposta"”, en la qual es requereix una dosi més
alta de gonadotropines i una estimulacid6 més prolongada

per obtenir un nombre adient d'oodcits (>3).
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altre banda, es combinen parametres "qualitatius" i

"quantitatius," com ara:

a) L'edat de la pacient i la taxa esperada d’'aneuploidia.

b) Biomarcadors i marcadors funcionals (AMH i RFA).

De tal manera que les pacients es poden agrupar en 4 grups diferents

de mal pronostic, cadascun requerint algoritmes clinics basats en

I'evidencia que incloguin totes les estratégies possibles "abans,

durant i després" de I'estimulacié (Figura 10):

Grup 1: Pacients <35 anys amb parametres suficients de
reserva ovarica (RFA =5, AMH >1,2 ng/mL) i amb una ROP o
suboptima inesperada. Aquest grup es divideix alhora en 2
subgrups, en funcid dels oocits recuperats després d'una
estimulacié ovarica estandard i que s’associa a una taxa de
naixement viu més baixa que les respostes normals
corresponents a la mateixa edat :

o Subgrup 1la: Pacients amb <4 oocits recuperats.

o Subgrup 1b: Pacients amb 4-9 oocits recuperats.
Grup 2: Pacients =35 anys amb parametres suficients de
reserva ovarica i una ROP o suboptima inesperada. De la
mateixa manera que el grup 1, aquest grup es subdivideix en:

o Subgrup 2a: Pacients amb <4o00cits recuperats.

o Subgrup 2b: Pacients amb 4-9 oocits recuperats.
Grup 3: Pacients <35 anys amb parametres de reserva ovarica
deficient (RFA <5, AMH <1,2 ng/mL).
Grup 4: Pacients =35 anys amb parametres de reserva ovarica

deficient.
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La proposta de classificacio serveix com a guia per adaptar els
protocols de tractament de manera individualitzada,
considerant, per exemple, I'is de diferents regims d'analogics de
GnRH, la deteccié de polimorfismes en les gonadotropines i els seus
receptors, I'ajust de la dosi inicial de FSH, la personalitzacié de les
dosis de gonadotropines (ja sigui amb FSH sola o amb farmacs que
continguin LH), i l'avaluaci6 de regims especials com l'acumulacio
d'oocits o embrions per millorar els resultats. En aquest sentit, es
proposa una nova mesura d'exit del tractament basada en la
capacitat de recuperar suficients oocits per obtenir almenys un
embrid euploide per a la transferencia. Aixi, aguest nou concepte de
mal pronodstic permet una millor gesti6 de les pacients que se
sotmeten a TRA, afavoreix un tractament més personalitzat i facilita
la identificacid de poblacions més homogenies per als assaigs clinics,

contribuint a optimitzar les taxes d'exit de la FIV.

Tot i aixi, en alguns aspectes, aquesta classificacid pot resultar
insuficient per a determinats subgrups de pacients. Per exemple, en
el subgrup de pacients Poseidon 4, es podria considerar |la
implementacié sistematica de la seleccié embrionaria per identificar
embrions euploides, atés |'elevat percentatge d’aneuploidies associat

a l'edat materna avancada (>35 anys).

Pel que fa al subgrup Poseidon 3 (dones joves amb marcadors de
reserva ovarica baixos), aquest representa un repte clinic
especialment complicat. En aquests casos, seria aconsellable incloure
estudis complementaris, com lI‘analisi del gen FMR1 (o altres gens
relacionats amb la fallida ovarica). Si el resultat fos positiu, es podria
indicar la FIV amb seleccid embrionaria per evitar el naixement d’un

fill afectat pel sindrome de I’X-fragil.
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RFA25
AMH 2 1.2 ng/mL

4
Subgrup 1a: <4
Subgrup 1b: 4-9

RFA25
AMH21.2ng/mL

Subgrup 2a: <4
- Subgrup 2b: 4-9

o) <35 ‘ 235
)\ RFA<5 ) RFA<5
¢~~~ AMH<1.2ng/mL ~ AMH<1.2ng/mL

Figura 10. Els criteris Poseidon classifiquen els pacients amb mal
pronostic reproductiu en quatre grups diferents, basats en
parametres quantitatius i qualitatius. Aquests criteris ajuden a valorar
millor el pronostic en tractaments de reproduccié assistida. RFA:
recompte fol:licles antrals; AMH: hormona anti-Mllleriana Figura
modificada de Esteves et al., 2022 (64).

3.3 Causes geneéetiques de baixa reserva ovarica

Hi ha diversos gens i proteines que s’han relacionat amb la
BRO, entre ells destaquen el gen BRCA, com a gen clau per reparar
trencaments de doble cadena d’ADN; la superfamilia del factor de
creixement transformador-B (TGF-B) que té un paper important en la
regulacié del desenvolupament fol:licular; la proteina de connexi6 de
I'element de poliadenilacié citoplasmatica (CPEB), important en la
maduracié oocitaria; el gen KLOTHO, relacionat amb I'envelliment

saludable; el receptor de I'hormona luteinitzant/choriongonadotropina
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(LHCGR) que esta estretament associat amb la funcié del cos Iuti i la
regulacio de les cél-lules de la granulosa; la proteina semblant a la
proteina de connexid de la caixa TATA2 (TBPL2) implicada en la
regulacio de l'expressié genica i el membre 1 del grup A de la
subfamilia 5 dels receptors nuclears (NR5A1) que actua com a
regulador transcripcional clau dels gens implicats en I'eix hipotalem-

hipofisari-esteroide (65).

En relacié amb el gen FMR1, tot i que l'associacid entre la premutacié
del gen FMR1 i la fallida ovarica esta ben establerta, entre la
premutacio i la BRO és, avui en dia, un tema controvertit. Hi ha
autors que defensen la idea d’una situacid de BRO precedint I'FXPOI
(66) i per tant, d'una associacio entre la premutacié i la BRO (42). En
la literatura hi ha diversos estudis publicats en els que es descriu una
major freqliiencia d’al-lels premutats entre les dones amb BRO que en
els grups controls estudiats (42, 56, 57, 60). No obstant, és dificil
extreure una conclusié definitiva de tots aquest estudis ja que els
limits entre els rangs d’al-lels del gen FMR1 establerts en cada treball
varien, de la mateixa manera que també ho fan les poblacions control

seleccionades.

4. Maneiqg reproductiu _de les dones portadores de la
premutacié a FMR1

4.1 Assessorament geneétic pre-gestacional

Un cop tenim diagnosticada la dona, és important un exhaustiu

assessorament genetic i reproductiu.
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Es important tenir en compte que l'expansié d’un al-lel premutat a

mutacié completa (>200 CGGs), es produeix quasi exclusivament a

través de la meiosi femenina. Per tant, totes les filles d’un pare
portador de la premutacid seran portadores obligades, és a dir

heretaran la premutacio i mai la mutacié completa.

Per altre banda, en les dones, els al-lels premutats es
comporten de manera inestable i tenen Ila capacitat
d’expandir-se a una mida de CGG més gran o inclas d’arribar a
la mutacié completa en una sola generacio.

A mesura que passen les generacions, la probabilitat de que un tracte
premutat transmeés per via materna s’expandeixi fins la mutacio
completa va augmentant, arribant a ser un risc del 100% en els

casos de tractes CGG al voltant de les 100 repeticions (67) .

Es conegut que les interrupcions AGG intercalades dins la regi6
repetitiva de CGG fan una funcié estabilitzadora del gen durant la
transmissio (68).

Entre la poblacié general, aproximadament el 95% dels al-lels tenen
entre una o dues interrupcions AGG. Pel contrari, els al-lels premutats
contenen poques o cap repeticido del triplet AGG, de manera que el
tram de CGG és llarg i ininterromput. Al 2015 es va publicar un estudi
on es relacionava lI'estabilitat del tram CGG amb el numero
d'interrupcions AGG, amb l'objectiu de calcular de manera més
precisa el risc de transmissié completa en la segiient generacié (69).
Per tot aix0, aquest coneixement en la distribucié d’AGG i el nombre
de CGGs és clau en el moment de l'assessorament genetic a la

pacient portadora de la premutacié.
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A la Taula 1, s'il-lustra el risc d’expansié dels al-lels premutats d’FMR1
depenent de la mida de repeticions CGG i |'efecte de les interrupcions
AGG (11).

RISC EXPANSIO AL-LEL PREMUTAT (%)

REPETICIONS | SENSE CONSIDERAR INTERRUPCIONS AGG
CGGs REPETICIONS AGS 0 1 >2
45-59 0.25 2.3 0 0
60-75 9.15 22.8 | 2.78 0
60-69 4 11.1 0 0
70-74 21.43 51.7 | 7.31 0
75-89 59.5 80.5 59 16

90-109 98.22 100 100 90.5

110-129 100 100 100 100
>130 100 100 No No

detectat | detectat

Taula 1. Risc d’expansio dels al:-lels FMR1 depenent de la mida de
repeticions CGG maternes i de l'efecte de la interrupcid AGG (Taula
modificada de Mila et al., 2018 (11)).

4.2 Valoracio reproductiva

Un cop realitzat I'assessorament geneétic, es procedeix a I’'avaluacio de
la reserva ovarica en la consulta de reproduccié assistida amb el MRO
anteriorment esmentats (AMH i RFA) i la posterior classificacid de la
pacient segons els resultats de les proves.

En base a aquestes proves i tenint en compte el desig geneésic

de la pacient, es personalitzara el seu I'abordatge terapeutic.
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A continuacid plantegem diferents opcions reproductives en funcio de

I’escenari clinic.

4.2.1 Pacient amb desig genésic amb bons marcadors de reserva
ovarica (dona no FXPOI)

A aguesta dona se |li proposara realitzar un cicle de FIV amb seleccio
embrionaria mitjancant diagnostic genetic preimplantacional
(DGP-M), amb l'objectiu d’evitar la transmissié de la malaltia de la

SXF a la descendeéncia.

En la Figura 11, podem observar els diferents estadis embrionaris:

- Dia 0 (d+0): correspon al dia de la puncid fol-licular i extraccié
oocitaria.

- Dia 1 (d+1): es poden observar signes de fecundaci6 amb dos
pronuclis (matern i patern).

- Dia 2 (d+2): divisi6 cel-lular de 2 a 4 cel-lules (blastomer).

- Dia 3 (d+3): 6-8 cel-lules. Aquest dia es realitza la bidopsia per fer
I'estudi genetic de la malaltia monogenica.

- Dia 4 (d+4): les cel-lules es comencen a compactar i arriba a
convertir-se en morula.

- Dia 5 (d+5): estadi de blastocist, amb una cavitat central
(blastocel), una massa cel-lular interna (que esdevindra el fetus) i
una capa de cél-lules externes (trofectoderma, que formara la

placenta).
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d+2 d+5

Figura 11. Procés de cultiu embrionari: s‘observen els diferents
estadis des del dia 0 (d+0) de vida embrionaria (dia que es realitza
I'extraccid dels ovuls i es realitza la fertilitzacid) fins el dia cinc (d+5).
La bidopsia embrionaria es pot realitzar a partir del dia tres de vida
embrionaria (d+3) per a dur a terme el diagnostic genétic
preimplantacional. En el cas que també s’hagi de fer un diagnostic
per aneuploidies, aquesta biopsia es realitzar en dia cinc de vida

embrionaria.

El DGP-M és una técnica que a través d’un laser fa una excisié d’unes
poques cel-lules (blastomeres) de cada un dels embrions obtinguts
després de la FIV, permetent l|'estudi genétic dels embrions i
seleccionant aquells lliure de la malaltia (Figura 12). Els embrions
sans es podran transferir a I'Uter de la dona després del diagnostic, i
els restants de bona qualitat es podran vitrificar per al seu Us
posterior.

El DGP-M destaca per la seva alta complexitat, ja que requereix d’un
assessorament genetic adaptat a la pacient, confirmacié de variants
genetiques especifiques (mutacions), una exhaustiva revisié del cas i

I'adaptacié de proves de laboratori, abans d'iniciar el cicle de FIV.
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Durant la preparacio i analisi de la prova, poden sorgir desafiaments
tecnics Unics, i la interpretacid i gestio dels resultats del DGP-M solen

ser complexes.

Figura 12. Imatges microscopiques en el moment de fer la biopsia
per realitzar la tecnica de diagnostic genétic preimplantacional. A)
Biopsia realitzada en dia 3 de vida embrionaria; B) biopsia realitzada

en dia 5 de vida embrionaria (estadi de blastocist).

En relacid als resultats de les TRA en dones portadores de la
premutacio en el gen FMR1, hi ha pocs estudis publicats. En general,
suggereixen una resposta disminuida a les gonadotropines
exogenes durant l'estimulacié ovarica en el context de FIV
(70, 71). En l'estudi de Bibi et al., van estudiar si existia una
correlacié entre numero de repeticions CGG i numero d'oocits
recuperat. Els resultats posaven de manifest I’'existéncia de un punt
minim de resposta ovarica (menys oocits obtinguts) situat en les
dones amb un numero de repeticions entre 80-120 CGGs (72).
Seguint la linia d’aquest article, un altre grup va publicar que aquesta

reduccid en la resposta ovarica a |'estimulacié podria ser deguda a
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I'acumulacié d'ARNm de FMR1 a les cél-lules de la granulosa de I'ovari
(25).

Posteriorment, una revisié publicada al 2019, relacionant també els
resultats de les TRA en relacid al nUmero de repeticions del triplet
CGG del gen FMR1, descrivia que les pacient amb un numero de
repeticions en el rang de mutaci6 completa (>200 triplets CGG) els
resultats de la FIV no es diferencien dels de la poblacié general (<45
triplets CGG), incloent-hi dosis de gonadotropines requerides, nimero
d'oocits recuperats, evolucié i qualitat embrionaria i finalment taxa de
gestacid. En canvi, en dones amb la premutacié descrivia un menor
numero d'oocits obtinguts i en conseqiéncia, una disminucié en la
taxa de gestacid respecte a les dones sense la premutacid o amb la
mutacid completa, tot i que les dades resultaven inconsistents pel

baix numero d'estudis i casos reclutats (73).

Una altre opcid que es pot plantejar a la pacient, quan aquesta no
desitja realitzar una FIV amb PFT-M, i sempre i quan mantingui cicles
ovarics espontanis, seria la de la cerca gestacional espontania,
realitzant posteriorment un diagnostic prenatal mitjancant biopsia de

vellositats corials en les primeres setmanes d'embaras (Figura 13).
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Figura 13. Representacié d'una bidopsia corial, també coneguda com

(<4
axn

a biopsia de les vellositats corials o biopsia de corion. Es realitza per
via trans cervical i amb ajuda de la imatge d'un ecograf per via
abdominal. Es una prova prenatal que es realitza per obtenir una
petita mostra del corion amb I'objectiu de fer un estudi i diagnosticar

anomalies genetiques i cromosomiques en el fetus.

4.2.2 Pacient amb desig genésic amb MRO alterats (dona amb
FXPOI).

En cas d'objectivar ja un estadi de fallida ovarica ovaric, una
alternativa que es pot valorar es dur a terme un cicle de FIV amb
recepcié d'oocits de donant (74, 75). Una vegada complert el
desig genesic de la pacient i des del punt de vista endocrinologic,

s'hauria de proposar tractament hormonal substitutiu a llarg termini.
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Pel que fa als resultats obstetrics i perinatals, els estudis publicats
mostren ser similars entre les poblacions de dones premutades i
poblacié general, sense que s'hagin descrit riscs obstétrics addicionals
fins a la data (76).

4.2.3 Pacient sense desig genésic

Quan la pacient, en el moment del diagnostic, ens comuniqui que no
té desig reproductiu en aquell periode de la seva vida, es podria
plantejar un seguiment periodic dels MRO. Aquest tema és
controvertit, donada la falta d’evidéncia cientifica disponible, tant pel
que fa al perfil de pacient candidata, com a la periodicitat del
seguiment.

El que es proposa es fer un seguiment dels nivells d’/AMH i el RFA,
amb |'objecti d’identificar de manera precocg, la perdua accelerada de
fol:licles i per tant, posant en risc a la pacient a desenvolupar un
fallida ovarica prematura (77). En el moment que s’observa que els
nivells d'AMH disminueixin a una velocitat no fisiologica o en el cas de
dones amb edat superior de 30 anys sense desig genésic i amb MRO
alterats, s’ hauria de plantejar la possibilitat de realitzar técniques de
preservacio de la fertilitat.

Actualment es proposen dues técniques de preservacio de la
fertilitat diferents: la criopreservaci6 d'oocits i Ila
criopreservacio de teixit ovaric. L'elecci6 d'una tecnica sobre
I'altra depén principalment de I'edat i I'estat puberal de la pacient,

aixi com de circumstancies personals i mediques.

a)  Criopreservacio d'oocits:

Es considera la técnica establerta i d'eleccié en aquests casos,

ja que ofereix els millors resultats en dones adultes amb malalties
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benignes, genétiques o pacients amb cancer la terapia del qual es
pugui posposar. També és la tecnica escollida per aquelles dones que
desitgen preservar la seva fertilitat per raons personals o socials.

Els estudis publicats assenyalen una forta correlacio entre I'éxit de la

tecnica i I'edat en qué es realitza, establint un llindar clau als 35

anys. Un altre factor crucial per a les taxes acumulades de
naixements vius és el nombre d'odcits recuperats, amb un rang optim
situat entre 10 i 15 (78). Un estudi del 2016 va revelar que la taxa
acumulada de naixements vius amb 10 oocits era el doble en dones
menors de 35 anys (60,5%) en comparacid amb les dones de més
edat (29,7%) (79). Aixi doncs, per aguest motiu, és crucial garantir
una rapida derivacié i un assessorament reproductiu adequat.(80).
Aquestes mesures permetran tenir una major probabilitat d'obtenir
embrions sans i una taxa de gestaci6 més alta, un escenari
especialment rellevant en aquestes pacients en les quals es requereix
la realitzacié de DGP-M (71).

b)  Criopreservacio de teixit ovaric:

Aquesta tecnica és una alternativa i, actualment, no es considera la
d'eleccid en aquests casos. No obstant aix0, és la més adequada per
a nenes prepuberals i per a dones el tractament de les quals no es
pot endarrerir, com en casos d'inici imminent de quimioterapia. El seu
principal avantatge és que permet preservar un gran nombre de
fol-licles en una sola intervencid, sense necessitat d'estimulacié
hormonal. Tot i aixi, continua sent considerada una técnica
experimental segons la guia de Preservacié de la Fertilitat de I'ESHRE
(81-84).

En situacions on sigui necessari aplicar aquesta tecnica, és essencial

tenir en compte l'edat de la dona. Segons la literatura, I'edat mitjana
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de les dones que van aconseguir gestacié després de la reimplantacio
de teixit ovaric era significativament més baixa que en aquelles que
no ho van aconseguir, establint-se un limit superior d'edat als 35 anys
(85). Pel que fa a la funcid ovarica, es recupera en el 95% dels casos
entre tres mesos i mig i sis mesos i mig després de la intervencié —el
temps necessari perque es reprengui la foliculogenesi—, i la durada

mitjana de I'empelt és d'entre quatre i cinc anys (86).

Per tant, per concloure aquest apartat, el maneig reproductiu de la
dona amb la premutacié del gen FMR1 dependra del seu desig
genesic en el moment del diagnostic. La Figura 14 planteja I'algoritme

proposat basat en el desig gestacional de la pacient.

Es important tenir present que la infertilitat relacionada amb la IOP té
un impacte negatiu important en la qualitat de vida de les dones, per
la qual cosa és essencial oferir técniques de preservacié de la fertilitat
abans que es desenvolupi la fallida ovarica, amb I'objectiu de tenir
una descendeéncia sana i complir amb el projecte reproductiu

de la dona en tots els casos.
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Figura 14. Algoritme per al maneig de les pacients amb la
premutacio. A.F: Antecedents familiars; BRO: Baixa reserva ovarica;
FIV DGP: Fecundaci6 in Vitro amb diagnostic genetic pre-

implantacional; FIV RO: Fecundacié in Vitro amb recepcié d'oodcits.
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5. Rellevancia i justificacidé de la Tesi

La premutacié del gen FMR1 afecta a 1 de cada 150/300 dones de la
poblacié general. Tot i que no disposem de registres a nivell de I'estat
espanyol, inferim que aproximadament 80.000 dones a Espanya son
portadores de la premutacié a FMR1. Durant la seva vida reproductiva
aproximadament un 20% d’aquestes dones desenvoluparan una IOP
(coneguda amb el hom d’FXPOI).

No obstant aix0, la caracteritzacid de les bases moleculars d'aquesta
condicio ha estat poc investigada, i encara desconeixem tant el paper
gue juga el gen FMR1 en la funcid ovarica com les vies moleculars
implicades en el desenvolupament de I'FXPOI. Actualment, no
disposem de cap biomarcador que permeti predir quines pacients
tenen un risc més elevat de desenvolupar aquesta patologia. Aquest
ha estat l'objectiu dels articles 1 i 2, en els quals hem estudiat
diversos ARNInc (FMR4, FMR5 i FMR6) que podrien actuar com a
possibles biomarcadors. Per tant, un dels ambits principals d'aquesta
tesi és ampliar el coneixement sobre la fisiopatologia

associada a la premutacio del gen FMR1.

La deficiencia prematura d'estrogens és una conseqiéncia de I'FXPOI
i els simptomes d’aquesta inclouen fogots, suors nocturns, sequedat
vaginal i dolor a les relacions sexuals. La deficiencia d'estrogens
també provoca una densitat mineral ossia reduida, osteoporosi, un
major risc de malaltia cardiovascular i de demencia. A més s’ha de
tenir també present, I'impacte psicologic que suposa el diagnostic de
premutacido en la dona i la seva associaci6 amb la fallida ovarica,
infertilitat i risc de transmissi®é a la seva descendéncia (tant de
transmissié de la premutacid con la de mutacié completa). Es per
aguesta rad, que el maneig reproductiu d’aquesta pacient és realment

important. En la present tesi, en centrem en dos tipus de poblacié en
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reproduccid assistida ben definits. Per una banda, la poblacid de
dones que ja han desenvolupat una fallida ovarica. En aquesta
poblacié en centrem en la recerca d’'un biomarcadors que ens ajudi a
predir i avancar-nos a I'FXPOI, evitant aixi, la necessitat de
recorre a donacié d'ovuls quan la pacient tingui desig gestacional. I
per l'altre banda, la poblaci® amb baixa reserva ovarica. Sabem que
és una poblaci6 amb problemes de fertilitat associats, que
necessitaran tecniques de reproduccié assistida (article 3) i que el
resultat d’aquestes seran suboptimes degut a la resposta a
I'estimulacié ovarica i la qualitat oocitaria. Millorant el maneig
d'aquestes pacients, optimitzarem el cicle de FIV millorant la
resposta i tenint la possibilitat de seleccionar els embrions, evitant

d’aquesta manera el naixement d’'un nadoé afecte.
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Amb ['objectiu de situar aquesta investigacid en el seu context
cientific, s'ha considerat rellevant realitzar una revisié de la literatura
existent sobre els aspectes clau relacionats amb el tema. Aquesta
revisio no forma part dels estudis principals de la tesi, pero
proporciona una visié general que contribueix a entendre millor la
complexitat de la insuficiencia ovarica prematura associada a la

premutacio del gen FMR1.

Sota el titol: "Manejo reproductivo de las mujeres con la premutacion
del FMR1. Revision de la literatura”, aquest article aborda les
principals teories fisiopatologiques, les dificultats en la prediccid de
I'afectacid i les recomanacions actuals per al seu maneig clinic,
incloent-hi les consideracions sobre preservacido de la fertilitat. Tot
plegat serveix per complementar els estudis presentats en aquesta

tesi, aportant un marc de referencia ampli i actualitzat.
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PALABRAS CLAVE Resumen La preservacion de la fertilidad (PF) esta indicada en la mayoria de las ocasiones en
Insuficiencia ovarica; enfermedades oncologicas y ante la indicacion de tratamientos gonadotoéxicos, sin embargo,
Preservacion de la en los Gltimos afos van en aumento los ciclos de preservacion realizados en enfermedades
fertilidad; benignas y enfermedades con riesgo de desarrollar un fallo ovarico prematuro. La insuficiencia
Genética; ovarica prematura (IOP) se relaciona en un 10% de los casos a un trastorno genético. Las condi-
X fragil; ciones mas frecuentes conocidas son la premutacion (PM) del cromosoma X fragil y el sindrome
FXPOI de Turner; y recientemente otras enfermedades se han visto implicadas en esta patologia como

la mutacion de los genes BRCA 1/2.

Realizamos una revision bibliografica sobre la IOP asociada a la PM del gen FMR1, las diversas
teorias fisiopatologicas descritas y la dificultad en la prediccion de qué mujeres van a desarrollar
el fallo ovarico por no disponer de un marcador Gtil predictivo. Ademas, valoramos las diferentes
recomendaciones para el manejo de estas mujeres y de cuando indicar la realizacion de técnicas
de PF. Esta opcion podria evitar el impacto psicologico derivado de la afectacion en la salud
reproductiva en estas mujeres.
© 2024 Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

KEYWORDS Reproductive management of women with fmr1 premutation. Literature review
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Fertility Abstract ertility preservation is indicated in most cases of oncologic diseases and when gona-
preservation; dotoxic treatments are prescribed. However, in recent years, there has been an increase in
Genetics; preservation cycles carried out for benign diseases and conditions with a risk of developing
Fragile X; premature ovarian failure. Premature ovarian insufficiency is related to a genetic disorder in
FXPOI
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10% of cases. The most common known conditions are FMR1 premutation and Turner syndrome,
and recently, other diseases such as mutations in the BRCA 1/2 genes have been implicated in

this pathology.

We conducted a bibliographic review on premature ovarian insufficiency associated with the
premutation of the FMR1 gene or Fragile X Messenger Ribonucleoprotein 1, the various pat-
hophysiological theories described, and the difficulty in predicting which women will develop
ovarian failure due to the lack of a useful predictive marker. Additionally, we evaluated diffe-
rent recommendations for managing these women and when to indicate the implementation of
fertility preservation techniques. This option could prevent the psychological impact women
of these women’s reproductive health impairment.
© 2024 Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

De los casos de insuficiencia ovarica prematura (IOP), el
10% se debe a enfermedades genéticas, y se pueden divi-
dir en dos grupos'. El primero comprende el de anomalias
cromosomicas, en el que el sindrome de Turner (falta total o
parcial de un cromosoma X) es la mas comun, mientras que
el segundo grupo es el de las anormalidades génicas, donde
la premutacion (PM) del gen FMR1 es la mas frecuente’. En
los ultimos anos se han estudiado otras condiciones mono-
génicas asociadas al IOP, por ejemplo, las mutaciones en los
genes BRCA1/2 o en el gen GALT (asociado a galactosemia)®.

La PM en el gen FMR1 representa la causa monogénica
conocida mas comudn para el I0P, llegando al 4-6% de los
casos*>. Consiste en la expansion de la repeticién del tri-
plete citosina-guanina-guanina (CGG), con un numero de
repeticiones entre 55 y 200. Hasta el 20% de las mujeres
afectas de la PM desarrollaran una IOP asociada a la alte-
racion del gen FMR1 (también conocida como falla ovarica
prematura asociada al X fragil [FXPOI]), pero el mecanismo
molecular por el cual hay esta reduccion en la reserva ova-
rica no esta establecido, existiendo diferentes teorias que
se expondran mas adelante.

El nimero de repeticiones en el triplete CGG es ines-
table y puede aumentar en la descendencia. Si supera las
200 copias se produce la metilacion del gen FMR1, inac-
tivandolo completamente, causando el sindrome X fragil.
Este sindrome es la causa mas frecuente de discapacidad
intelectual hereditaria acompanado de otras alteraciones
(cognitivas y fisicas), aunque no de riesgo de menopausia
prematura.

La IOP se define como ausencia de menstruacion (ame-
norrea) debida a la pérdida de funcion ovarica antes de los
40 afios. Segln la guia de la Sociedad Europea de Reproduc-
cion Humana y Embriologia (ESHRE), la precision diagndstica
de I0P es limitada y recomienda los siguientes criterios diag-
nosticos: oligo/amenorrea durante al menos cuatro meses y
un nivel de la hormona foliculoestimulante (FSH) por encima
de los 25 Ul/l en dos ocasiones separadas por mas de cuatro
semanas®.

Dado que el IOP finaliza en el establecimiento de un
fallo ovarico prematuro e infertilidad, puede tener un fuerte
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impacto psicologico en la mujer y familiares, afectando asi
en su calidad de vida. Por ello, la preservacion de la fertili-
dad (PF) es de gran importancia en el manejo a largo plazo
de estas pacientes, sin embargo, las condiciones genéticas
asociadas al IOP no son frecuentes y a veces se diagnosti-
can cuando el fallo ovarico ya esta establecido, motivo por
el cual las técnicas de preservacion no son aplicables.
Por esta razon, hay pocos datos disponibles sobre estos sub-
grupos de pacientes, en relacion con las tasas de éxito y
riesgos asociados a la técnica y al futuro embarazo.

El objetivo de este articulo es proporcionar a los profe-
sionales de salud una guia para el asesoramiento de estas
pacientes, esta revision pretende resumir la patologia de la
FXPOl y dar herramientas para poder avanzar al fallo ovarico
con el objetivo de realizar una preservacion de fertilidad
a las mujeres afectas antes de que se haya establecido,
evitando asi el impacto psicolégico de la enfermedad y la
esterilidad asociada.

Metodologia

Se realizé una busqueda extensa de la literatura publicada
centrandose en la PM en el gen FMR1 asociada a IOP y
la baja reserva ovarica (BRO), asi como en el mecanismo
fisiopatoldgico, marcadores diagndsticos y técnicas de
PF disponibles en la actualidad. Se revisaron todos los
estudios relevantes publicados hasta febrero de 2023,
articulos cientificos y documentos localizados en paginas
web de instituciones médicas cientificas como la Ameri-
can Society of Reproductive Medicine (ASRM), European
Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE)
y la Sociedad Espanola de Fertilidad (SEF), siendo un
total de mas de 110 articulos cientificos y documentos
revisados. La busqueda bibliografica se ha centrado en
los buscadores PubMed/Medline y Google Scholar. Se
han utilizado las siguientes palabras clave: «fertility
preservation», «oocyte cryopreservation», «embryo
cryopreservation», «ovarian tissue cryopreservation»,
«in vitro fertilization», «reproductive techniques»,
«premature ovarian insufficiency», «genetic disease»,
«X-fragile premutation», «FXPOI physiopathology». Se
utilizaron los operadores «AND» y «OR» para combinar los
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Figura 1

Distribucion del gen FMR1 en la poblacion segln el nimero de tripletes CGG.

CGG: citosina-guanina-guanina; FMR1: gen Fragile X Messenger Ribonucleoprotein 1; FMRP: proteina sintetizada por el gen FMR1.

términos de busqueda seglin correspondiera. Los criterios se
identificaron en el titulo y/o resumen de las publicaciones.

Gen FMR1

La alteracion genética descrita en la mayoria de los casos
con sindrome X fragil se centra en la region no traducida
del extremo 5’ del gen FMR1, ubicado en el brazo largo
del cromosoma X, en Xq27.3’. Esta region del gen contiene
repeticiones del trinucleétido CGG de forma polimoérfica,
variando entre 5y 44 en la poblacion general. En la situa-
cion normal, el gen se encuentra activo y sintetiza a la
proteina (FMRP). Las repeticiones en este intervalo son esta-
bles cuando se transmiten de generacion en generacion, y
es conocido que la proteina sintetizada desempefia un papel
importante en el desarrollo y la funcion del cerebro. La FMRP
regula la sintesis de proteinas en las células cerebrales y esta
involucrada en la formacion y funcion de las sinapsis (cone-
xiones neuronales), proceso crucial para la transmision de
sefnales y el procesamiento de la informacion en el cerebro.
Una segunda clase de alelos son los que contienen entre
45 a 54 CGG. Este rango, conocido como zona gris, corres-
ponde a los alelos intermedios los cuales pueden presentar
cierto grado de inestabilidad, con la posibilidad de expandir
a PM en las siguientes generaciones. Cuando el niUmero de
tripletes supera las 200 copias, la region promotora del gen
FMR1 se metila, silenciando asi la expresion de este gen®.
Esta situacion de «mutacion completa» causa el sindrome X
fragil afectando aproximadamente al 50% de las mujeres y
al 100% de los hombres. Entre las manifestaciones de este
sindrome se encuentran problemas en el desarrollo cerebral
y trastornos del espectro autista, discapacidad intelectual u
otras alteraciones cognitivas y rasgos dismorficos’.

Por ultimo, individuos con un nimero de repeticiones
comprendido entre 55 y 200 tripletes de CGG se clasifi-
can como portadores de la PM. En esta situacion, hay un
incremento en la transcripcion del ARN mensajero (ARNm)
pero una sintesis ligeramente reducida de FMRP'. Este
nimero de repeticiones es inestable y tiende a aumentar
en cada division celular, confiriendo asi un incremento en
el riesgo de tener descendencia afecta con el sindrome X
fragil (fig. 1), cuando este se transfiere via materna. La fre-
cuencia estimada para la condicion de PM del FMR1 en la
poblacion general se encuentra entre 1/800-1.200 en los
hombres y entre 1/250-400 en las mujeres''. Los hombres
y mujeres que presentan la PM se encuentran en riesgo de
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desarrollar una patologia neurolodgica llamada sindrome de
temblor/ataxia asociado al X fragil (FXTAS). Ademas, el 20%
de estas mujeres padeceran FXPOI antes de los 40 afios>'?.
Pueden existir otros trastornos asociados como alteraciones
endocrinas o psiquiatricas que se resumen en la figura 2.

Mecanismos fisiopatologicos de la falla ovarica
prematura asociada al X fragil y biomarcadores
propuestos

La caracterizacion de las bases moleculares de la FXPOI ha
sido poco estudiada y hoy en dia desconocemos tanto el
papel que juega el gen FMR1 en la funcion ovarica como las
vias moleculares implicadas en la FXPOI. Gracias al modelo
murino de la FXPOI se cree que la PM en el gen no tiene
efecto en la reserva de foliculos primordiales, ya que no
se encuentran diferencias al comparar el nimero de folicu-
los o el tamano ovarico entre los ratones que desarrollaran
FXPOI y los no afectos. Sin embargo, el nimero de foliculos
maduros si que se ve marcadamente reducido, sugiriendo
que la PM actuaria bloqueando su desarrollo y/o incremen-
tando la apoptosis de dichos foliculos' 4.

Pero surge una interrogante importante: ;por qué la
disfuncion ovarica se limita Unicamente a las mujeres por-
tadoras de la PM? A nivel molecular sabemos que los niveles
de ARNm del gen FMR1 en los/las portadores/as estan
incrementados'’, por lo que (y de manera similar a lo des-
crito para FXTAS) se ha propuesto un mecanismo de ganancia
de funcion de este ARNm, el cual tendria un efecto toxico
para la célula’™. Se ha sugerido que el ARNm con un tracto
expandido de repeticiones CGG (expCGG ARNm) podria estar
interfiriendo en el desarrollo normal del foliculo. En esta
linea, recientemente se han referido niveles incrementados
de ARNm del gen FMR1 en ovario de ratén y en células de la
granulosa de mujeres portadoras de la PM'*'¢, Todos estos
datos apoyarian esta teoria'’.

Por otra parte, se ha demostrado que el expCGG ARNm es
capaz de secuestrar proteinas y otros transcritos formando
agregados o inclusiones intranucleares que se detectan
tanto en células humanas del estroma ovarico, como en
otros tejidos y 6rganos de individuos portadores de la PM'®.
Recientemente, se ha descrito que estas inclusiones con-
tienen polipéptidos toxicos (FMRpolyG) que junto con las
inclusiones y los niveles incrementados del expCGG ARNm,
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Figura 2 Trastornos asociados a la premutacion del gen FMR1. FXTAS: sindrome de temblor/ataxia asociado al X fragil; IOP:

insuficiencia ovarica prematura.

contribuirian al desarrollo de las distintas enfermedades
asociadas a la PM del gen: FXPOI y FXTAS'".

En relacion con el niUmero de repeticiones CGG, se ha
demostrado una correlacion significativa entre el nimero
de tripletes y el riesgo de desarrollar FXPOI, aunque esta
relacion no es lineal, siendo mayor el riesgo en aquellas con
alelos comprendidos entre 80 y 99 repeticiones CGG?-%3,

También se han valorado como posibles mecanismos otros
factores moleculares, como el origen parental del alelo
premutado?, la inactivacion preferencial del cromosoma X,
el nimero de interrupciones adenina-guanina-guanina (AGG)
o los niveles de expresion del ARNm en FMR1 que podrian
influenciar el riego a desarrollar FXPOI*#%5, A excepcion
del nimero de CGG, para ninguno de los otros factores
moleculares estudiados se ha podido establecer una corre-
lacion clara con el riesgo a desarrollar FXPOI. La figura 3
describe las diversas bases moleculares propuestas que
podrian influenciar en el desarrollo de la FXPOI.

Uno de los marcadores moleculares que se propone para
el seguimiento de una mujer con la PM es el FMR4, un
ARN largo no codificante (ARNInc). Los ARNLlnc son defini-
dos como moléculas de ARN no traducido de mas de 200
nucleotidos de longitud, con funciones moleculares versati-
les y participando en procesos bioldgicos?®. Recientemente
se han publicado los resultados de un estudio que revela una
asociacion significativa entre FXPOI y los niveles elevados de
expresion de FMR4. El analisis de la curva caracteristica ope-
rativa del receptor (ROC) revelé que FMR4 puede distinguir
a las portadoras de la PM de FMR1 con FXPOI con un poder
diagnostico moderado. Aunque son hallazgos preliminares,
sugieren un posible papel de FMR4 como biomarcador para
predecir FXPOI°.
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En conclusion y tal y como se comentaba al inicio del
apartado, las bases moleculares propuestas de FXPOI han
sido poco estudiadas, y en la actualidad no disponemos de
ninglin biomarcador especifico de FXPOI.

Manejo reproductivo de las mujeres con la
premutacion del FMR1

Consejo genético pregestacional

Tras el diagnostico de la PM del gen FMR1 se requiere un
completo y exhaustivo consejo genético y asesoramiento
reproductivo.

La expansion de un alelo de PM a una mutacion com-
pleta se produce casi exclusivamente a través de meiosis
femeninas y, por lo tanto, todas las hijas de un portador
masculino de la PM heredaran la PM y no manifestaran el
sindrome X fragil. En las mujeres, los alelos premutados
son muy inestables y se pueden expandir a un tamafo de
CGG mayor o incluso a una mutacion completa en una sola
generacion. Con un nimero cada vez mayor de repeticiones
CGG, aumenta la probabilidad de que una PM transmitida por
via materna se expanda hasta convertirse en una mutacion
completa, alcanzando el 100% en ~100 CGG?’. Las interrup-
ciones AGG intercaladas dentro de la region repetitiva de
CGG estabilizan el gen durante la transmision?®. En la pobla-
cion general, casi el 95% de los alelos tienen una o dos
interrupciones AGG. Por el contrario, los alelos premutados
contienen pocas o ninguna AGG, presentando largos tramos
de CGG ininterrumpidos. En 2015, en el estudio de Nolin
et al., se valoraba una posible relacion entre el nimero
de interrupciones AGG vy la estabilidad de las repeticiones
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Figura 3  Bases moleculares propuestas que podrian influenciar el riesgo a desarrollar FXPOI.
AGG: adenina-guanina-guanina; ARNm: ARN mensajero; CGG: citosina-guanina-guanina; FXPOI: falla ovarica prematura asociada al
X fragil.
Tabla 1 Riesgo de expansion de alelos FMR1 dependiendo el tamaino de repeticiones CGG maternas y/o el efecto de la

interrupcion AGG

Riesgo expansion alelo premutado (%)

Repeticiones CGG Sin considerar repeticiones AGG

Interrupciones AGG

0 1 >2
45-59 0,25 2,27 0 0
60-75 9,15 22,77 2,78 0
60-69 4 11,11 0 0
70-74 21,43 51,72 7,31 0
75-89 59,5 80,5 59 16
90-109 98,22 100 100 90,48
110-129 100 100 100 100
> 130 100 100 No detectado No detectado

Modificada de Mila et al., 2018>.
AGG: adenina-guanina-guanina; CGG: citosina-guanina-guanina.

CGG, ofreciendo asi estimaciones mas precisas del riesgo de
transmision de la mutacion completa?®. Por tanto, el cono-
cimiento de la distribucion de estas interrupciones en los
alelos es importante para el asesoramiento genético de la
paciente. En la tabla 1 se recogen los distintos riesgos de
expansion teniendo en cuenta el tracto de CGG y el niUmero
de interrupciones AGG™.

Valoracion reproductiva
Una vez realizado el consejo genético se procede a la valo-
racion en la consulta de reproduccion asistida.

Los marcadores que utilizamos para valorar la reserva
ovarica de la paciente son dos. El recuento de foliculos
antrales (RFA) mediante ecografia transvaginal y consiste en
contar el nimero de foliculos de 2 a 9 mm presentes en los
ovarios al comienzo del ciclo menstrual y la hormona antimii-
lleriana (AMH), producida por los foliculos pequefios en los
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ovarios. Los niveles de AMH en sangre se correlacionan con
la cantidad de d6vulos que quedan en los ovarios.

Actualmente se utilizan los criterios de Bolonia (definidos
por la ESHRE) para predecir la respuesta ovarica a la esti-
mulacion ovarica a las pacientes que se someten a procesos
de reproduccion asistida®°.

Como se ha comentado con anterioridad, aproximada-
mente el 20% de las portadoras de la PM desarrollaran FXPOI,
no obstante, la PM del gen FMR1 también se ha asociado a
la BRO, conllevando una mayor incidencia de infertilidad.
En los ultimos afos, se han publicado diferentes estudios en
relacion con este tema, destacando uno publicado en 2009
en el que se comparaba un grupo de mujeres con esterilidad
y BRO con uno de mujeres estériles con reserva ovarica nor-
mal (control). Los resultados sugerian que habia mas riesgo
en el grupo de mujeres BRO de presentar un nimero de repe-
ticiones en rango intermedio o premutado (> 40 repeticiones
CGG)*' respecto al grupo control. El grupo de Karimov et al.,
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en 2011, hallo una frecuencia de PM incrementado en un
grupo de pacientes con BRO respecto a pacientes de un grupo
control (reserva ovarica normal), aconsejando asi valorar el
estado del gen FMR1 en pacientes con BRO, dado que alguna
podria presentar la PM32,

Por lo que se refiere a la poblacion espanola, el grupo
de Barasoain et al. en 2013 realiz6 un estudio que compa-
raba mujeres con esterilidad y mujeres fértiles con el fin
de determinar si el tamano de la repeticion CGG estaba
asociado con su patologia, y si las portadoras de alelos inter-
medios y PM tenian signos endocrinos de funcion ovarica
disminuida (utilizando como medida la hormona FSH). Se
observo que habia mayor incidencia tanto de PM como de
rango intermedio en las mujeres infértiles>.

Posteriormente, Pastore et al. concluyé que parecia
haber una mayor tasa de pérdida folicular que empezaba
a edades mas avanzadas en mujeres con BRO y > 35 repe-
ticiones CGG>*. En 2016 Eslami et al. realizaron un estudio
comparativo entre un grupo de mujeres control con reserva
ovarica normal y mujeres con BRO, demostrando una mayor
frecuencia de PM en el grupo BRO*. Consistente con esto, se
informa en la literatura que las pacientes con la PM tienen
niveles mas bajos de estrdgenos, de AMH y experimentan la
menopausia, en promedio, cinco afos antes que las mujeres
no portadoras®*-32,

Por otro lado, el mismo grupo de Pastore et al. en
2017, investigaron si las asociaciones entre las longitudes
de repeticiones CGG se diferenciaban entre las mujeres
diagnosticadas con BRO a los controles de la poblacién y
si las asociaciones variaban segun el grupo racial/étnico.
No se encontraron diferencias significativas en el rango
normal/intermedio entre casos y controles ni por grupo
racial/étnico y concluian que el estudio rechazaba la asocia-
cion entre BRO y repeticiones altas normales/intermedias,
y confirmaba una asociacién entre BRO y repeticiones
bajas/normales en mujeres de raza blanca®’.

Recientemente, en 2019 se publicé un metaanalisis®
donde se evaluaba la asociacion entre las longitudes de
repeticiones CGG del gen FMR1 y la gravedad del IOP. Se
incluyeron 18 estudios, observando una asociacion significa-
tiva entre la PM del gen y un mayor riesgo para desarrollar
IOP y BRO; mientras que, por el contrario, no se encon-
tro correlacion entre IOP y el rango intermedio (entre 45 y
54 repeticiones).

Paciente con deseo genésico
Si la mujer tiene deseo gestacional en ese momento, la
consulta se orientara hacia dos tratamientos posibles:

Si la valoracion de los marcadores de reserva ovarica
es correcta, se planteara realizar un ciclo de fecundacion
in vitro (FIV) con seleccion embrionaria mediante el diag-
nostico genético preimplantacional (PGT-M) evitando asi la
transmision a la descendencia. Esta opcion permite la selec-
cion de embriones sin la mutacion, que se estudiara tras la
escision de unas pocas blastomeras de todos los embriones
que se obtengan tras la FIV. Los embriones sanos se podran
transferir al Utero de la mujer tras el diagnostico, y los res-
tantes no afectos de buena calidad se podran vitrificar para
su uso posterior. Este tratamiento se podra llevar a cabo si
la reserva ovarica lo permite, es decir, si no se encuentra en
situacion de FXPOI.
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El PGT-M destaca por su alta complejidad, ya que
requiere un asesoramiento genético adaptado al paciente,
confirmacion de variantes genéticas especificas (mutacio-
nes), una exhaustiva revision del caso y la adaptacion de
pruebas de laboratorio, antes de iniciar el ciclo de FIV.
Durante la preparacion y analisis de la prueba pueden surgir
desafios técnicos Unicos, y la interpretacion y gestion de los
resultados del PGT-M suelen ser complejas.

En cuanto a los resultados de las técnicas de repro-
duccion asistida (TRA) en estos casos, los pocos estudios
disponibles sugieren una respuesta disminuida a los proce-
dimientos de estimulacion ovarica en el contexto de FIV
en portadoras de la PM>#'. Bibi et al. plantearon la hipd-
tesis de una correlacion entre el nimero de repeticiones
CGG y el nimero de ovocitos recuperados, y concluye-
ron que el punto minimo de respuesta ovarica (menos
ovocitos obtenidos) se encuentra en las mujeres con un
nimero de repeticiones entre 80-120*?. El grupo de Elizur
et al., en 2014, publicé que esta reduccion en la respuesta
ovarica a la estimulacion podia ser debida a la acumula-
cion de ARNm de FMR1 en las células de la granulosa del
ovario'®.

Una reciente revision llevada a cabo por el grupo de Pas-
tore en 2019 explora los resultados de las TRA en relacion
con el estado de PM del gen FMR1. Los resultados mues-
tran que en las mujeres con un nimero de repeticiones en
el rango de mutacion completa (> 200) los resultados de la
FIV no se diferencian a los de la poblacion general (< 45
tripletes CGG), incluyendo dosis de gonadotropinas reque-
ridas, nimero de ovocitos recuperados, evolucion y calidad
embrionaria y, finalmente, tasa de gestacion. En cambio, en
mujeres con la PM hallamos una disminucién en la tasa de
gestacion debido a un menor nimero de ovocitos obtenido
respecto a las mujeres sin la PM o con la mutacion completa,
aunque los datos son inconsistentes por el bajo niUmero de
estudios y casos reclutados®.

Los resultados obstétricos y perinatales muestran ser
similares entre las poblaciones de mujeres PM y la pobla-
cion general, sin que se hayan reportado riesgos obstétricos
adicionales hasta la fecha**

Si la mujer no desea realizar el diagnéstico genético pre-
implantacional, mientras mantenga ciclos ovaricos se puede
plantear la busqueda gestacional espontanea, realizando
posteriormente un diagnostico prenatal mediante biopsia de
vellosidades coriales en las primeras semanas de embarazo

En caso de objetivar ya un estadio de fallo ovarico, se
puede plantear llevar a cabo un ciclo de FIV con recep-
cion de ovocitos donados>®. Una vez cumplido el deseo
genésico de la paciente y desde el punto de vista endo-
crinoldgico, se deberia proponer tratamiento hormonal
sustitutivo a largo plazo.

Los resultados obstétricos y perinatales muestran ser
similares entre las poblaciones de mujeres PM y la pobla-
cion general, sin que se hayan reportado riesgos obstétricos
adicionales hasta la fecha*

Paciente sin deseo genésico

Si la mujer no tiene deseo reproductivo en el momento del
diagnostico, dada la falta de evidencia cientifica, se puede
plantear un seguimiento periodico de los niveles de AMH
séricos y RFA de cara a identificar, de forma precoz, la pér-
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Figura4 Algoritmo para el manejo de las pacientes con la premutacion. A.F: antecedentes familiares; BRO: baja reserva ovarica;
FIV DGP: fecundacion in vitro con diagndstico genético preimplantacional; FIV RO: fecundacion in vitro con recepcion de évulos.

dida acelerada de foliculos®. Cuando los niveles de AMH
disminuyan a una velocidad no fisioldgica (desarrollandose
BRO) o en el caso de mujeres mayores de 30 afnos sin deseo
genésico en ese momento y con marcadores de reserva ova-
rica alterados se deberia plantear la realizacién de técnicas
de PF. Actualmente se proponen dos técnicas diferentes, la
criopreservacion de ovocitos y la criopreservacion de tejido
ovarico. La eleccion de una técnica sobre la otra depende
principalmente de la edad y el estado puberal del paciente,
asi como de circunstancias personales y médicas.

La criopreservacion de ovocitos se considera la téc-
nica establecida y de eleccion en estos casos, ofrece los
mejores resultados en mujeres adultas con enfermedades
benignas, genéticas o, aquellas que desean preservar su fer-
tilidad por razones personales y pacientes con cancer cuya
terapia pueda posponerse.

En un estudio realizado por Cobo et al. en 2016, se
presentaron los resultados de 137 mujeres sometidas a PF
mediante vitrificacion de ovocitos por razones no malignas.
Entre las mujeres menores de 35 afos en el momento de
la preservacion, la tasa de nacimientos vivos acumulados
fue considerablemente mas baja cuando se utilizaban solo
cinco ovocitos (15,4%), en contraste con ocho o 10 ovoci-
tos (40,8 y 60,5%, respectivamente). En mujeres de mas de
35 anos en el momento del procedimiento, las tasas acumu-
lativas de nacimientos vivos fueron del 5,1, 19,9y 29,7% con
cinco, ocho y 10 ovocitos, respectivamente. Por lo tanto, la
tasa de nacimientos vivos acumulados con 10 ovocitos fue
el doble en el grupo de mujeres menores de 35 afos (60,5%)
en comparacion con el grupo de mujeres mayores (29,7%)“.

Posteriormente, en 2021 se publicé una revision ratifi-
cando los resultados del anterior estudio. Se valoraba la
idoneidad de cada técnica seglin la edad del paciente y su
eficacia en términos de tasas de embarazo y nacimientos
vivos. Se observo una fuerte correlacion entre el éxito de la
técnica y la edad en el momento de realizarla, poniendo un
punto de corte en los 35 anos. Otro factor determinante en
las tasas acumuladas de nacimientos vivos fue el nimero de
ovocitos recuperados, con un rango ideal de 10 a 15%.
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Referente a las técnicas de laboratorio, los datos publica-
dos en la revision de Rienzi et al., sugerian que la estrategia
de vitrificacion y descongelacion de ovocitos era superior al
congelamiento lento en términos de resultados clinicos*®.

Es crucial un buen asesoramiento reproductivo y una
derivacion temprana, ya que el éxito de la técnicay la proba-
bilidad de embarazo esta altamente correlacionado no solo
con la cantidad de ovocitos, sino también con la edad de
la mujer®. Todo ello permitird tener una mayor probabili-
dad de tener embriones sanos y una tasa de gestacion mayor,
escenario especialmente relevante en estas pacientes en las
que se requiere la realizacion de PGT-M3.

Por otra parte, la criopreservacion de tejido ovarico
seria una alternativa, aunque no se considera la técnica de
eleccion. Es la técnica mas adecuada para nifas prepube-
rales y mujeres cuyo tratamiento no pueda ser aplazado.
Tiene la ventaja de preservar un gran nimero de foliculos
de una vez y no requiere ninguna estimulacion hormo-
nal. Aln es considerada una técnica experimental segun
la guia de PF de la ESHRE vy, sobre todo, deberia indivi-
dualizarse en cada caso®* . Uno de los criterios basicos
seria de nuevo la edad de la mujer. En el estudio rea-
lizado por cinco centros europeos informaron sobre una
serie de 285 mujeres sometidas a trasplante de tejido ova-
rico congelado y descongelado se confirmé que la edad
promedio en la criopreservacion de mujeres que gestaron
después de la reimplantacion del tejido ovarico fue signi-
ficativamente menor que en aquellas que no consiguieron
gestacion, proponiéndose asi el limite superior de edad los
35 afos, cuando la reserva ovarica aln es relativamente
abundante®.

La recuperacion de la funcién ovarica se restablece en
mas del 95% de los casos, observandose a los 3,5-6,5 meses
después de la intervencion (tiempo necesario para que la
foliculogénesis se reanude)® y con una duracion media del
injerto de cuatro a cinco anos>°.

En conclusion, el manejo reproductivo de la mujer con
la PM del gen FMR1 va a depender de su deseo genésico
en el momento del diagnéstico. La figura 4 plantea el algo-
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ritmo propuesto de manejo reproductivo de estas pacientes
basandose en el deseo gestacional.

Es importante tener presente que la infertilidad relacio-
nada con el IOP tiene un impacto negativo importante en
la calidad de vida de las mujeres, por lo que es esencial
ofrecer técnicas de PF antes de que se desarrolle el fallo
ovarico, con el objetivo de tener una descendencia sana y
cumplir con el proyecto reproductivo de la mujer en todos
los casos®.

Conclusiones

De los casos de IOP, el 10% se debe a enfermedades gené-
ticas, siendo la PM del gen FMR1 la alteracion monogénica
mas frecuentemente descrita (4-6% de los casos).

La PM del gen FMR1 consiste en la expansion de la repe-
ticion del triplete CGG (entre 55-200 copias). Este rango
es inestable y tiende a aumentar en cada division celular
materna, confiriendo un incremento del riesgo de tener
descendencia afecta con el sindrome X fragil.

Hasta el 20% de las mujeres afectas de la PM desarrolla-
ran FXPOI, aunque el mecanismo molecular subyacente
a esta reduccion en la reserva ovarica es desconocido,
existiendo diferentes teorias.

El asesoramiento genético y el seguimiento médico ade-
cuado son fundamentales para las mujeres con la PM de
FMR1, ya que pueden beneficiarse de intervenciones tem-
pranas y opciones de planificacion familiar informadas,
siendo la principal la fecundacion in vitro con estudio
genético preimplantacional (PGT-M).

La IOP asociada a la PM presenta una progresion conti-
nua en la disfuncion ovarica en edades tempranas, por
lo que es imprescindible valorar de forma periddica los
marcadores de reserva ovarica y ofrecer técnicas de PF
precozmente, principalmente la vitrificacion de ovocitos.
La condicion de PM puede llevar a una pérdida de fertili-
dad. Es de gran importancia ofrecerles a estas pacientes
la oportunidad de realizar una preservacion de su fertili-
dad para que en un futuro puedan gestar con sus propios
gametos tras realizar un diagndstico genético preimplan-
tacional.

La criopreservacion de ovocitos se considera la técnica
de eleccion y la establecida. También existe la posibilidad
de criopreservacion de tejido ovarico en casos individuali-
zados.

Consideraciones éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores declaran
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Hipotesi ‘

El coneixement de les bases moleculars de I'FXPOI no és complert i
tot i que la premutacidé a FMR1 és el principal factor de risc, encara hi
ha factors genetics, epigenétics o ambientals desconeguts que
podrien estar afectant la penetrancia. Per altre banda, mentre
I'associacid entre la premutacié en el gen FMR1 i I'FXPOI esta ben
establerta, la implicacié d’aquest amb altres condicions que cursen
amb esterilitat esta encara per definir. La investigacié actual té com a
objectiu identificar biomarcadors que puguin ajudar a predir I'aparicio
d’FXPOI i millorar els protocols clinics en reproduccid assistida per a
la identificacid de les dones portadores de la premutacié en diferents
poblacions infertils a fi de poder oferir un assessorament genetic i

reproductiu personalitzat.

Amb la intencié de, aquesta tesi doctoral es planteja d'acord amb les

segients hipotesis:

1. Es possible trobar algun biomarcador especific per la
patologia FXPOI que ajudi a predir quina de les dones
premutades esta en major risc de desenvolupar el fallida
ovarica i poder assessorar-la en el seu futur reproductiu i

endocri.

2. La premutacidé del gen FMR1 impacta en la poblacio esteril

jove amb baixa reserva ovarica.
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Objectius

L'objectiu general d’aquesta tesi és el d’investigar la fisiopatologia de
I'FXPOI i d’intentar optimitzar el maneig reproductiu de les dones

amb la premutacié del gen FMR1.

Objectius especifics:

1. Caracteritzacid6 de biomarcadors relacionats amb la fallida
ovarica en les pacients portadores de la premutacid del gen
FMR1 (Estudi 1i 2).

2. Avaluar l'efecte de I'expansido del gen FMR1 sobre la reserva
ovarica en dones joves portadores de la premutacié que encara
no han desenvolupat I'FXPOI (Estudi 2).

3. Estudiar la prevalenca de la premutacié al gen FMR1 en la
poblacié de dones joves amb baixa reserva ovarica que es

troben en un programa de FIV (Estudi 3).

4. Millorar el maneig reproductiu de les dones portadores de la
premutacio del gen FMR1 (Estudi 3)
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Material, Metodes & Resultats

A continuacio, s’inclouen els estudis tal i com han estat acceptats per

a la publicacié en la literatura cientifica.

Tant la poblacid d'estudi, com la metodologia utilitzada en les
investigacions, i la presentacid dels resultats es troben detallats en
les seccions de “Materials and Methods” i “"Results” de cadascun dels
tres articles que constitueixen el cos doctrinal de la present Tesi
Doctoral.
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Material, Metodes & Resultats

Article 1

Evaluation of FMR4, FMR5 and FMR6 Expression Levels as
Non-Invasive Biomarkers for the Diagnosis of Fragile X-

Associated Primary Ovarian Insufficiency (FXPOI)

Alvarez-Mora MI, Agusti I, Wijhgaard R, Martinez-Barrios E, Barcos
T, Borras A, Peralta S, Guimera M, Goday A, Manau D, Rodriguez-

Revenga

Estat: publicat. Factor d'impacte de la revista: 4.22, ler quartil en

Medicina
Resum

Les dones portadores de la premutacié en el gen FMR1 estan a risc de
desenvolupar insuficiéncia ovarica primaria associada a I'’X fragil
(FXPOI), una condicié caracteritzada per amenorrea abans dels 40
anys. No totes les dones amb una premutacié al gen FMR1 pateixen
insuficiencia ovarica primaria i avui dia no existeixen biomarcadors
moleculars o d'altres tipus que puguin ajudar a predir I'ocurréncia de
I’FXPOI. Els ARN llargs no codificants (ARNInc) comprenen un grup de
transcrits reguladors amb funcions moleculars versatils, fet que els
converteix en importants reguladors en tots els aspectes de
I'expressié geénica. En estudis recents, els ARNInc han estat descrits
com a possibles biomarcadors diagnostics per a moltes malalties.
Aquest estudi es va dissenyar per determinar el perfil d'expressié de
tres ARNInc derivats del locus FMR1, FMR4, FMR5 i FMR6, en dones

portadores de la premutacido en FMR1 amb |'objectiu de:
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Material, Metodes & Resultats

(i) determinar un possible paper en la patogeénesi de I'FXPOI i
(i) investigar si podrien servir com a biomarcador per al diagnostic
de I'FXPOI.

Material i Métodes: Els nivells de transcrits FMR4, FMR5 i FMR6 es
van avaluar en ARN total extret de sang periferica mitjancant PCR
digital i es van comparar entre portadores de la premutacid6 amb
FXPOI i sense FXPOI. El valor diagnostic dels ARNInc es va avaluar
mitjancant analisi de la corba ROC (corba caracteristica de

funcionament del receptor).

Resultats: els resultats van mostrar una associacio significativa entre
FXPOI i alts nivells d'expressi6 d’FMR4. No es va obtenir cap
associacio per FMR5 o FMR6. L'analisi de la corba ROC va revelar que
FMR4 pot distingir portadores de la premutaci6 amb FXPOI amb un
poder diagnostic de 0,67.

Conclusid: Aquests resultats suggereixen un potencial paper d’FMR4

com a possible biomarcador per a I'FXPOL.
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Abstract: Female FMR1 (Fragile X mental retardation 1) premutation carriers are at risk for de-
veloping fragile X-associated primary ovarian insufficiency (FXPOI), a condition characterized by
amenorrhea before age 40 years. Not all women with a FMR1 premutation suffer from primary
ovarian insufficiency and nowadays there are no molecular or other biomarkers that can help predict
the occurrence of FXPOI. Long non-coding RNAs (IncRNAs) comprise a group of regulatory tran-
scripts which have versatile molecular functions, making them important regulators in all aspects
of gene expression. In recent medical studies, IncRNAs have been described as potential diagnostic
biomarkers in many diseases. The present study was designed to determine the expression profile
of three IncRNAs derived from the FMR1 locus, FMR4, FMR5 and FMRS6, in female FMR1 premu-
tation carriers in order: (i) to determine a possible role in the pathogenesis of FXPOI and (ii) to
investigate whether they could serve as a biomarker for the diagnosis of FXPOI. FMR4, FMR5 and
FMR6 transcripts levels were evaluated in total RNA extracted from peripheral blood by digital
droplet PCR and compared between FMR1 premutation carriers with FXPOI and without FEXPOL
The diagnostic value of IncRNAs was evaluated by receiver operating characteristic (ROC) analysis.
Results revealed a significant association between FXPOI and high expression levels of FMR4. No
association was obtained for FMR5 or FMR6. ROC curve analysis revealed that FMR4 can distinguish
FMRI1 premutation carrier with FXPOI with a diagnostic power of 0.67. These findings suggest a
potential role of FMR4 as a possible biomarker for FXPOI.

Keywords: FMR4; FMR5; FMR6; FMR1 gen; CGG repeat; FMR1 premutation and FXPOI

1. Introduction

The FMR1 (Fragile X mental retardation 1) gene (OMIM*309550) contains a CGG
trinucleotide repeat in the 5" untranslated region [1-3]. Among individuals in the general
population, the number of CGG repeats is polymorphic and varies between 6 and 44.
In this situation the FMR1 gene is active and there is synthesis of the Fragile Mental
Retardation Protein (FMRP). Repeats in this size interval are stable when transmitted from
generation to generation. In contrast, when the number of CGGs exceeds 200 repeats (full
mutation) the FMRI gene is silenced resulting in the absence of FMRP and the clinical
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manifestations of fragile X syndrome (FXS, OMIM#300624; ORPHA:908): intellectual
disability and characteristic dysmorphic features [4]. Finally, individuals with alleles
between 55 and 200 CGG repeats are the so-called FMR1 premutation carriers. In this
situation, there is increased transcription of the FMR1 mRNA transcript, and slightly
reduced synthesis of FMRP [5]. These repeat alleles are unstable and tend to increase in
each cell division, conferring an increased risk of having FXS affected offspring.

FMR1 premutation occurs in the general population with an estimated frequency that
range from 1 in 800 to 1200 males and from 1 in 250 to 400 females [6]. These individuals
are at risk for fragile X-associated premature ovarian insufficiency (FXPOI) in females [7],
and fragile X-associated tremor/ataxia syndrome (FXTAS) in both, males and females [8].

FXPOI symptoms include the cessation of ovarian function before the age of 40 years,
ovarian dysfunction, and decreased fertility as evidenced by abnormal ovarian reserve
biomarkers and reduced ovarian response to controlled ovarian hyperstimulation [9-11].
FXPOI occurs in ~20% of women with the FMR1 premutation, compared to only 1% of the
general population [12]. Women with the FMR1 premutation not only struggle with the
possibility of developing FXPOI but also with the risk of passing on the full mutation to
their offspring.

Long non-coding RNAs (IncRNAs), defined as untranslated RNA molecules greater
than 200 nucleotides in length, can be derived from sense or antisense strands within
protein-coding genes, intergenic regions, or pseudogenes [13-15]. A lot of evidence has
been accumulated showing that IncRNAs have versatile molecular functions, making them
important regulators in all aspects of gene expression (reviewed in [16]). The biological
mechanisms of IncRNAs are multiple. They can interact with DNA, RNA and protein as
well as with other biological molecules, regulating the gene expression trough controlling
processes such as protein synthesis, RNA maturation and transport, or the chromatin
structure [17]. Moreover, IncRNAs participate in diverse biological processes, such as devel-
opment, differentiation, energy metabolism, apoptosis and angiogenesis; controlling every
level of gene expression pathway [18]. These particularities make them good candidate
biomarkers for several diseases.

Several IncRNAs are derived from the FMRI gene locus: FMR4, FMR6 and the
ASFMRI in the antisense direction and FMR5 in the sense direction (reviewed in [19]).
Previous studies have described different expression levels of these IncRNAs among FMR1
permutation carriers, suggesting a functional association with fragile X-associated dis-
orders [20-24]. Although the FMRI premutation is the major risk factor for developing
FXPOI, there are still some unknown genetic, epigenetic or environmental factors that
might be affecting gene penetrance. On the basis of this observation, we aim to determine
the expression profile of FMR4, FMR5 and FMR6 in female FMR1 premutation carriers in
order to determine a possible role in the pathogenesis of FXPOL.

2. Material and Methods
2.1. Subjects

For this study, 36 female FMR1 premutation carriers registered in the FXS database
from the Department of Biochemistry and Molecular Genetics, Hospital Clinic of Barcelona
were selected. The cases met the following criteria: 20 women diagnosed with FXPOI
(development of amenorrhea due to disruption of ovarian function before the age of 40
years) carrying the FMR1 premutation (CGG repeats between 55-200) and 16 non-FXPOI
FMR1 premutation carriers with a reported normal ovarian function (regular cycles between
24-35 days) over the age of 40 years. This study was approved by the Institutional Ethical
Review Board of Hospital Clinic, Barcelona. All patients that were included in this study
signed a written informed consent.

2.2. RNA Extraction and cDNA Synthesis

Total RNA isolation was performed from blood using the PAXgene® Blood RNA
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s protocols. A Qubit
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RNA IQ assay (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) was used to determine
the RNA concentration. Its integrity was verified with the Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa
Clara, CA, USA). The cDNA was synthesized from 350 ng RNA using the High-Capacity
cDNA reverse transcription Kit (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA), following the
manufacturer’s instructions.

2.3. Digital Droplet Polymerase Chain Reaction (ddPCR)

LncRNA expression analysis was performed by ddPCR technology, which is an im-
provement of conventional PCR. Using a droplet generator, the sample is diluted and
divided into multiple aliquots and subjected to endpoint PCR. Amplification occurs in
each individual partition, which contains an individual nucleic acid molecule. A flu-
orescence signal is produced in each droplet with the target molecule. Quantification
of cDNA molecules relies on the ability of the ddPCR system to determine the number
of target molecules by the Poisson statistical analysis of “positive” (containing ampli-
fied target) and “negative” (no amplified target detected) droplets [25]. The assay was
performed using the QX200™ ddPCR™ EvaGreen Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA), 100 nM specific primers targeted to FMR4 (£:5'-ACCAAACCAAACCAAACCAA-3
and r:5-GTGGGAAATCAAATGCATCC-3'), FMR5 (f:5'-AATGCTGGCAGTCGTTTCTT-3
and r:5-TTGACGGAGCATCTATCGTG-3'), FMR6 (£:5'-AGCACTTCAGGGCAGATTTT-3
and r:5-TGGTGAATGATCACCCAATG-3') and the housekeeping gene GAPDH (f:5'-
TCTCCTCTGACTTCAACAGCGAC-3 and r:5'- CCCTGTTGCTGTAGCCAAATTC-3') and
9 uL of the diluted cDNA sample. Droplet emulsion formation was performed by mixing
20 pL of reaction with 70 uL of droplet generation oil using a microfluidic droplet genera-
tion cartridge and QX200 Droplet Generator (Bio-Rad). End-point PCR amplification was
performed using a C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad). Primers for FMR5 and GAPDH were
designed with Primer-3 (http:/ /bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (accessed on 10 May 2019).
Primer sequences for FMR4 and FMR6 were extracted from Elizur and co-workers [24]. In
order to normalize IncRNAs copies relative to nuclear DNA, the GAPDH gene was used as
reference gene.

Results were analyzed with QuantasoftTM Software (Bio-Rad). Target RNA concen-
trations were calculated using the Poisson statistics and the expression of the IncRNA
was reported as [copies/cell] corrected for the expression of the reference gene GAPDH.
Expression levels are shown as transcripts per ten thousand cells.

2.4. FMR1 Molecular Parameters

CGG repeat analysis and X-chromosome inactivation (XCI) pattern were determined
using the AmplideX® PCR/CE FMRI1 and AmplideX® mPCR FMRI kits, following man-
ufacturer’s recommendations (Asuragen, Austin, TX, USA). Skewed XCI status was con-
sidered with a threshold value greater than 90% [26]. FMR1 mRNA quantification was
performed as previously described [27].

2.5. Statistical Analysis

Statistical analysis was carried out using the IBM® SPSS® Statistics software version
25 (SPSS, Chicago, IL, USA) and the open-source computing environment R version 4.0.2
(R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). The pROC, ggplot2, MASS and
caret R packages were used for assessment of the expression data. Results were expressed
as mean = standard deviation (SD). Statistical significance of differences between means or
medians was examined using the parametric f-test or the non-parametric Mann-Whitney U
test. The discriminatory ability of the IncRNAs to separate FXPOI from non-FXPOI women
was assessed using receiver operating characteristic (ROC) curves and by calculating the
area under the curve (AUC). Cut-off values were decided based on the optimal combined
sensitivity and specificity threshold (Youden Index). The Odds Ratio (OR) was calculated
to assess the association between the increased biomarker and FXPOI. Additionally, a
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multivariate logistic regression model was generated including FMR4 expression levels
corrected by CGG repeats. Significance was accepted for p-value < 0.05.

3. Results
3.1. Expression Levels of FM4, FMR5 and FMR6 in FMR1 Premutation Carriers

Thirty-six FMR1 premutation female carriers were recruited; 20 with FXPOI and 16
without FXPOL There were no differences between the two groups regarding patients’
CGG repeat expansion or FMR1 mRNA expression levels (Table 1). As for the patients’
age at time of analysis, statistically significant differences were obtained (p = 0.03). This
difference can be attributed to a bias in the recruitment of women without FXPOI. Older
women were included in this cohort in order to make sure that they did not have ovarian
dysfunction. X-chromosome inactivation (XCI) pattern was also examined and compared
between the FXPOI and non-FXPOI groups. Results evidenced that both groups showed a
similar random XCI pattern (data not shown).

Table 1. Clinical and molecular characteristics of individuals recruited in the study.

FMR1 Premutation with FMR1 Premutation without Value
FXPOI (n = 20) FXPOI (n = 16) P
Age (mean =+ SD, years) 41+£69 47 £8.3 0.03 *
CGG repeat (mean =+ SD) 100 + 35 88 + 26 0.3
FMR1 mRNA (mean + SD) 1.54+0.8 1.8+13 0.3

Significance: * p < 0.05. The exact p-values were calculated with the U-Mann Whitney test.

FMR4, FMR5 and FMR6 transcripts levels were evaluated in total RNA extracted from
peripheral blood by ddPCR and compared between FMR1 premutation carriers with FXPOI
and without FXPOL. Results showed no significant differences between groups for none
of the IncRNAs analyzed (p = 0.09 for FMR4; p = 0.46 for FMR5 and p = 0.56 for FMR6)
(Figure 1 and Table S1). Subsequently, and since the expression of the three IncRNAs varies
over a wide range, we compared FMR1 premutation carriers with and without FXPOI
among stratified subgroups based on expression levels. These subgroups consisted of
low, medium and high expression levels for FMR4, FMR5 and FMR6. When comparing
the distribution of IncRNAs expression levels (low, medium and high) between FMR1
premutation carrier groups (with and without FXPOI), significant results were obtained
for FMR4 (p = 0.039). As shown in Table 2, while 30% (6/20) of FXPOI women showed
high levels of FMR4 expression, only 10% (2/16) of women without FXPOI were found to
have similar levels. Therefore, evidence was obtained for an association between FMR4
transcript levels and the development of FXPOI. A similar association was also found for
FMRS5, although not statistically significant. Contrary, for FMR6, no significant evidence of
an association was obtained (Table 2).

In addition, the correlation between the expression levels of FMR4, FMR5, FMR6
and the FMR1 gene was appraised among the total number of female FMRI premutation
carriers as well as in the distinct groups with and without FXPOI (Figure 2). A high
correlation was found between FMR5 and FMR6 expression levels while the correlation of
these two IncRNAs with FMR4 was lower. All IncRNAs correlated negatively with respect
to FMR1 expression. The correlation pattern did not change when FXPOI and non-FXPOI
females were considered separately, suggesting that their relative expression behavior is
not substantially affected by the presence of FXPOL
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Figure 1. Expression levels of FMR4, FMR5 and FMR6 were compared between FMR1 premutation
carriers with FXPOI and without FXPOL. (A) The expression level of FMR4, (B) The expression level

of FMR5 and (C) The expression level of FMR6. None of the comparisons were statistically significant
(p > 0.05).

Table 2. Distribution of FMR1 premutation carriers with and without FXPOI based on FMR4, FMR5
and FMR6 expression levels.

FMR4 expression level p-Value
1-7 7-12 >12
FXPOI (n = 20) 2 (10%) 12 (60%) 6 (30%) 0.039 *
No FXPOI (n = 16) 7(44%) 8 (50%) 1 (6%)
FMRS5 expression level
1-5 5-10 >10
0.14
FXPOI (n = 20) 5 (25%) 10 (50%) 5 (25%)
No FXPOI (n = 16) 7 (44%) 8 (50%) 1 (6%)
FMRG6 expression level
<400 400-1000 >1000
0.556
FXPOI (n = 20) 10 (50%) 5 (25%) 5(25%)
No FXPOI (n = 16) 6 (38%) 5 (31%) 5 (31%)

Significance: * p < 0.05. The exact p-values were calculated with the Fisher exact test.
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Figure 2. Correlation between expression levels of FMR4, FMR5 and FMR6 was evaluated among
total FMR1 premutation carriers as well as groups of women with FXPOI and without FXPOIL.

3.2. Diagnostic Value of FMR4 for FXPOI

Since significant differences were obtained in the distribution of FMR4 expression
levels between women with FXPOI and without FXPOI, the diagnostic value of FMR4 was
assessed by establishing a ROC curve. As can be observed in Figure 3, the curve had an
AUC value of 0.67 (95% CI 0.45-0.86). A sensitivity of 0.80 and specificity of 0.63 were
achieved at the optimal threshold. These data indicate that FMR4 expression levels had a
certain diagnostic value for FXPOL FMR4 levels above the established threshold conferred
a significantly increased risk of developing FXPOI (OR: 6.67 95% CI: 1.5-29.63, p = 0.016).

o | AUC: 0.6688 (95% CI: 0.4818 — 0.8557)
% Best threshold: 7.542085
? 3 - 0dds Ratio: 6.67 (1.50 — 29.63); p = 0.016
o | — FMR4
e [ T I | T |
1.0 0.8 0.6 04 0.2 0.0
Specificity

Figure 3. ROC curve for assessment of diagnostic power of FMR4 among total FMR1 premutation
female carriers. The area under the curve (AUC) was 0.67.

3.3. Association of IncRNAs Expression Levels with FMR1 CGG Repeat Size

We evaluated the correlation between the expression levels of the IncRNAs and the
CGG repeat size (Figure 4). Expression of FMR4 and FMR5 showed a non-linear distri-
bution, although the association was only statistically significant for FMR4 (p = 0.037).
The highest levels of FMR4 were detected in women with 80-99 CGG repeats (Figure 4A).
For FMRG, as the expression levels showed a wide distribution range, no evidence of an
association was inferred (p = 0.9) (Figure 4C).
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Figure 4. IncRNAs expression level in peripheral blood of FMR1 premutation carriers according to
the number of CGG repeats. (A) FMR4 expression levels, (B) FMR5 expression levels, and (C) FMR6
expression levels.

A multivariate logistic regression analysis was performed to explore whether the
correction of FMR4 expression levels for the number of CGG repeats (as a curvilinear
confounder) could improve the prediction of FXPOI. Although, the inclusion of both
parameters also showed a similar 0.67 AUC, FMR4 expression did not show a significant
adjusted odds ratio in the model (p = 0.15).

4. Discussion

Little is known about the disease pathology underlying FXPOIL. Although the FMR1
premutation is the major risk factor, there are still some unknown genetic, epigenetic or
environmental factors that might be affecting gene penetrance. Current research aims to
identify molecular or other biomarkers that can predict the occurrence of FXPOI and help
women with the FMR1 premutation to make decisions regarding their reproductive and
family planning. LncRNAs have attracted a lot of attention in recent medical studies since
emerging evidence suggests that they could be used as diagnostic biomarkers in many
diseases such as cancer [28], cardiovascular or neurodegenerative disorders [29,30]. FMR4,
FMR5 and FMR6 comprise a group of FMRI-derived IncRNAs which might partake to
aspects of the clinical presentation of the Fragile X-associated disorders [21-24]. In fact, it
has been described that the expression of these IncRNAs is different in both FXS patients
and FMR1 premutation carriers. In brain tissue from FXS patients both, FMR4 and FMR6
expression have been found to be down-regulated [21,22]. On the other hand, in FMR1
premutation carriers whereas the FMR4 expression has been described up-regulated [22],
the FMR6 expression has been found down-regulated [21].

On the basis of these observations, this study investigated FMR4, FMR5 and FMR6
expression levels in peripheral blood of female FMRI premutation carriers with and
without FXPOI in order to explore their feasibility as potential biomarkers of FXPOI. For
this purpose, the ddPCR technique was used, as it is a highly sensitive and specific method
for absolute quantification of transcript gene expression per cell.

The results showed a wide range of expression levels for all three IncRNAs analyzed,
leading to a non-significant difference when comparing mean expression levels between
female FMR1 premutation carriers with FXPOI and without FXPOI. We further assessed
pairwise correlation between the expression of FMR4, FMR5, FMR6 and FMRI mRNA
transcripts. Again, no differences were observed when comparing women with FXPOI and
without FXPOI; suggesting that pairwise correlations between expressions of these IncRNAs
and the FMR1 gene might not be affected by the presence of FXPOI (Figure 2). However, a
statistically significant difference was obtained for FMR4 (p = 0.039) when comparing both
groups stratified by expression levels (low, medium or high), indicating a disequilibrium

95



J. Clin. Med. 2022, 11, 2186

8 of 10

in the distribution. Among all the FMRI premutation carriers presenting higher FMR4
expression levels, 86% (6/7) developed FXPOI whereas only 29% (1/6) did not. ROC curve
analysis revealed that FMR4 can modestly distinguish female FMR1 premutation carriers
with and without FXPOI with an AUC of 0.67. Although caution must be taken due to
the limited sample size, our results showed an association between high FMR4 expression
levels and FXPOI (OR 6.67, 95% CI = 1.5-29.63, p = 0.016), suggesting that this IncRNA
could be a possible marker for FXPOI among female FMR1 premutation carriers.

To date, only CGG repeat size has been associated with the risk of developing FXPOI in
anon-linear way [31-33]; leading to the highest risk for FXPOI in the mid-range of the repeat
expansion (~80-99 CGG). Interestingly, our findings, although not statistically significant,
also showed a non-linear correlation between the FMR4 and FMR5 expression levels and
the FMRI repeat size; yielding higher levels of both, FMR4 and FMRS5 expression, in the
mid-range. This correlation was not detected for FMR6 (Figure 4C). Nevertheless, since
FMR6 showed the highest range of expression levels, it cannot be completely discarded. To
our knowledge, only Elizur and co-workers [24] have previously analyzed the transcript
levels of FMR4 and FMR6 in granulosa cells of FMR1 premutation carriers in order to
determine a putative role in the pathogenesis of FXPOL. Contrary to our results, the authors
did not observe any association neither between granulosa cells FMR4 expression levels
nor between the number of CGG repeats in the FMR1 gene. On the other hand, whereas
the FMR6 expression levels were not significantly different between FMR1 permutation
carriers and controls, they reported a significant non-linear association between the number
of CGG repeats and FMRG6 levels in the granulosa cells [24]. Although these results are not
in line with ours, it has to be taken into consideration that the methodology and tissue used
to measure the IncRNAs levels were different. Whereas Elizur et al. [24] used qRT-PCR and
granulosa cells, we used peripheral blood and ddPCR. Moreover, although the sample size
was similar in both studies, they compared FMR1 premutation carriers against controls
and we compared FMRI premutation carriers with FXPOI against those without FXPOL.
Finally, another important difference is that their cohort lack of FMRI premutation carriers
with FMRI repeat size above 150 CGGs, which could somehow bias the results.

Our study, although exploratory, has two main limitations. First, the sample size,
which is not large enough to provide reliable evidence for an association between FMR4,
FMR5 and FMR6 expression levels and FXPOIL However, our study provides statistically
significant results, highlighting a potential role of FMR4 in predicting FXPOI. Second, the
age differences between groups and the fact that FMR1 premutation women with FXPOI
had already developed ovarian dysfunction. Thus, it would be necessary to replicate our
findings in other female FMR1 premutation cohorts and, ideally, in a longitudinal study, in
order to make sure that age is not affecting IncRNAs expression levels. If validated in other
populations, these results might provide evidence of a potential role of FMR4 as a possible
biomarker for FXPOL

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/jcm11082186/s1, Table S1: Expression levels of FMR4, FMR5 and
FMR6 measured in peripheral blood of FMR1 premutation carriers with and without FXPOL
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Resum

La insuficiencia ovarica primaria associada a [I'’X-fragil (FXPOI),
caracteritzada per amenorrea abans dels 40 anys, es produeix en el
20% de les dones portadores de la premutacid en el gen FMRI.
Actualment, no hi ha biomarcadors moleculars que puguin ajudar a
predir quines dones portadores de la premutacid desenvoluparan
FXPOI. Anteriorment, vam demostrar que els nivells elevats de FMR4
poden discriminar entre les dones portadores de la premutacié que
presenten FXPOI i les que no. En el present estudi, es va avaluar la
relacid entre els nivells d'expressi6 de FMR4 i els marcadors de la
reserva ovarica en dones portadores de la premutacid6 FMR1 menors

de 35 anys.

Material i Metodes: Estudi on s’examina l'associacid entre els nivells

de transcripcié de FMR4 i les mesures del recompte total de fol-licles
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antrals (RFA) i els nivells de I'hormona anti-mdlleriana (AMH) en

serum com a marcadors de la reserva ovarica.

Resultats: els resultats van mostrar una associacié negativa entre els
nivells de FMR4 i I'AMH (r=0.45) i I'RFA (r=0.64). Es van trobar
nivells de transcripci6 de FMR4 estadisticament significativament més
alts entre les dones amb la premutacidé FMR1 que tenien tant RFA

com nivells d'AMH baixos.
Conclusid: Aquests resultats reforcen estudis previs que donen suport

a l'associacid entre els nivells elevats de FMR4 i el risc de

desenvolupar FXPOI en portadores de la premutaciéo FMR1.
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Abstract
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Background Fragile X-associated primary ovarian insufficiency (FXPOI), characterized by amenorrhea before age
40 years, occurs in 20% of female FMRT premutation carriers. Presently, there are no molecular or biomarkers that
can help predicting which FMRT premutation women will develop FXPOI. We previously demonstrated that high
FMR4 levels can discriminate between FMRT premutation carriers with and without FXPOIL. In the present study the
relationship between the expression levels of FMR4 and the ovarian reserve markers was assessed in female FMR1

premutation carriers under age of 35 years.

Methods We examined the association between FMR4 transcript levels and the measures of total antral follicle count
(AFC) and serum anti-mullerian hormone (AMH) levels as markers of ovarian follicle reserve.

Results Results revealed a negative association between FMR4 levels and AMH (r=0.45) and AFC (r=0.64).
Statistically significant higher FMR4 transcript levels were found among those FMRT premutation women with both,

low AFCs and AMH levels.

Conclusions These findings reinforce previous studies supporting the association between high levels of FMR4 and

the risk of developing FXPOI'in FMRT premutation carriers.
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Background

Primary ovarian insufficiency (POI) refers to the dys-
function or depletion of ovarian follicles with cessation
of menses before age 40 years. Ovarian reserve mark-
ers (anti-miillerian hormone (AMH) and antral follicle
count (AFC)) are related to the number of follicles in
human ovaries; therefore, AMH and AFC have con-
siderable value as diagnostic test for POI and highlight
those at increased risk [1]. POI may be caused by many
different factors including, chromosomal and genetic
abnormalities, endocrinopathies, infectious processes
or iatrogenic causes (anticancer treatments) [2]. While
POI affects approximately 1% of women from the general

©The Author(s) 2024. Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License, which permits use,
sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and
the source, provide a link to the Creative Commons licence, and indicate if changes were made. The images or other third party material in this

article are included in the article’s Creative Commons licence, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If material is not included
in the article’s Creative Commons licence and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will
need to obtain permission directly from the copyright holder. To view a copy of this licence, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/. The
Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http-//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available
in this article, unless otherwise stated in a credit line to the data.
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population, it has been observed in 20% of women who
carry the FMRI premutation [3]. POI associated with the
FMRI1 gene premutation is referred to as Fragile X-asso-
ciated primary ovarian insufficiency (FXPOI). The FMRI
gene (OMIM*309550) contains a CGG repeat tract in
the 5" untranslated region. Based on the number of CGG
repeats, four different FMRI alleles can be differentiated:
normal, intermediate, premutation and full mutation
[4—6]. While the full mutation (>200 CGGs) is respon-
sible for the fragile X syndrome (FXS), the leading single-
gene cause of inherited intellectual disability, the FMRI
premutation (55—-200 CGG repeats) has been associated,
among others pathologies, with FXPOI. Neither FXPOI
nor diminished ovarian reserve is observed in women
with full mutations [7], therefore, expanded CGG repeats
within the FMRI premutation range have been proposed
as the main pathogenic mechanism. FMRI premuta-
tion carriers have elevated levels of FMRI mRNA, and
it is currently accepted that the excess expanded-repeat
mRNA, per se, is pathogenic, leading to fragile X-associ-
ated pathologies (e.g. [8]).

FXPOI is an important health condition in which
women do not only experience fertility problems, but are
also at risk for other medical problems such as reduced
bone mineral density, depression and anxiety problems,
and increased risk of cardiovascular disease. Women
with FXPOI should receive hormone replacement ther-
apy until the typical age of natural menopause [9]. Cur-
rently, there are no biomarkers that help to predict those
women that will develop a FXPOL The risk for FXPOI
has only been associated in a non-linear fashion with
the CGG repeat size [10-12]; being those women with a
FMR1 premutation of approximately 80—99 CGG repeats
the ones at the highest risk for FXPOL In a previous
study, we characterized the expression profiles of FMR4,
FMR5 and FMR6 in female FMRI premutation carriers
in order to determine a possible role in the pathogenesis
of FXPOI and to investigate whether they could serve
as a biomarker for the diagnosis of FXPOI [13]. FMR4,
FMR5 and FMR6 are long-non coding RNAs (IncRNAs)
originated from the FMRI gene locus that showed vari-
able expression levels among FMRI premutation carriers,
suggesting a functional association with fragile X-asso-
ciated pathologies [14—17]. Our results revealed a sig-
nificant association between FXPOI and high expression
levels of FMR4, suggesting a potential role of FMR4 as a
possible biomarker for FXPOI [13]. A limitation in the
study design was that it was exploratory and, thus, FMRI
premutation carriers with FXPOI enrolled had already
developed ovarian dysfunction. In the present study, the
relationship between FMR4 expression levels and ovarian
reserve markers was examined in young FMRI premuta-
tion female carriers under age of 35 years with regular
menses (without FXPOI established).
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Materials and methods

Study population

The present work is an extension of an earlier study on
the prospective discriminatory capacity of FMR4 and
other FMRI IncRNAs for FXPOI [13]. Based on the
previous study of 36 FMRI premutation female carriers
(20 with FXPOI and 16 without FXPOI), FMR4 expres-
sion levels>12 increased the risk for developing FXPOI
whereas FMR4 levels<7 reduced the risk (p=0.039). As
previously reported in Alvarez-Mora et al. [13], while
30% of FXPOI women showed high levels of FMR4
expression, only 6% of women without FXPOI were
found to have similar levels (supplementary Table 1).

I the present study, a total of 10 young female FMRI
premutation carriers (CGG repeats between 55 and 200)
were enrolled in order to validate the statistically signifi-
cant distribution of FMR4 expression levels among FMRI
premutation carriers with FXPOI and without FXPOL
All participants enrolled in the present study were
recruited from fragile X syndrome families, reported
normal ovarian function (regular cycles between 24 and
35 days) and none of them were under any hormonal
contraceptive method. The women’s age range was 21-35
years old. None of them reported having smoking hab-
its or alcohol use (<1 day per week). The majority of
the participants reported no use of oral contraception.
The remaining discontinued the oral contraception by
more than 5 years ago prior to this study. This study was
approved by the Institutional Ethical Review Board of
Hospital Clinic, Barcelona. All research was performed
in accordance with relevant guidelines/regulations and in
accordance with the Declaration of Helsinki (2013). All
patients that were included in this study signed a written
informed consent.

Assessment of ovarian reserve

A peripheral blood sample was obtained and transvaginal
ultrasonography and hormonal controls were routinely
conducted. Serum anti-millerian hormone (AMH) esti-
mation was done by chemoluminescence immunoassay
with paramagnetic particles for quantitative determi-
nation (AMH B13127 Beckman Coulter kit and in the
ACCES2 device) (LOQ 0.02 ng/ml, interassay coeffi-
cient of variation <5%; results expressed in ng/ ml). Nor-
mal level, corresponding to normal ovarian reserve, was
considered over 1.1 ng/ml. Antral follicle count (AFC)
was defined as the number of bilateral follicles (2-9 mm
in diameter) in early follicular phase. AFC was done by
scanning the ovary from the outer to the inner mar-
gin. A Voluson S6 unit, General Electrics Medical Sys-
tems (Austria), equipped with a 5-7 MHz vaginal probe
were used. In this examination, a baseline gynecologi-
cal assessment was performed to exclude gynecological
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pathology together with the AFC. Normal AFC was taken
ifit>7.

DNA, RNA extraction and cDNA synthesis

A blood sample for determination of CGG repeat num-
ber, FMRI mRNA and FMR4 level was obtained from
each subject. Genomic DNA and total RNA were iso-
lated from 5 ml of peripheral blood by standard meth-
ods (Puregene and Purescript kits, Gentra). Total RNA
isolation was performed from blood using the PAXgene®
Blood RNA Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s
protocols. In order to determine the RNA concentration,
a Qubit RNA IQ assay (ThermoFisher Scientific) was
used. The RNA integrity was proved with the Bioanalyzer
2100 (Agilent). Using the High-Capacity cDNA reverse
transcription Kit (ThermoFisher Scientific) and following
the manufacturer’s instructions, cDNA was synthesized.

FMR1 CGG repeat size

CGG repeat analysis was determined using the Ampli-
deX® PCR/CE FMRI1 kit, following manufacturer’s rec-
ommendations (Asuragen).

FMR4 and FMR1 mRNA quantification

FMR1 mRNA and FMR4 expression levels were quanti-
fied by digital droplet PCR (ddPCR) The FMRI mRNA
assay was performed using the QX200™ ddPCR™. Pre-
design TagMan FMRI gene expression assay-FAM
labeled was used together with the housekeeping gene
GUSP assay-VIC labeled (ThermoFisher Scientific,
Santa Clara, California) to be run in a duplex reaction.
FMR4 expression analysis was performed as previ-
ously described [13]. Primer sequences for FMR4 were
extracted from Elizur and coworkers [17]. In order to
normalize FMR4 copies relative to nuclear DNA, the
GAPDH gene was used as reference gene. Results were
analyzed with QuantasoftTM Software (Bio-Rad). The
Poisson statistics was used to calculate target RNA con-
centrations. The expression of FMR4 was reported as
(copies/cell) corrected for the expression of the reference
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gene GAPDH. Expression levels are shown as transcripts
per ten thousand cells.

Statistical analysis

The IBM° SPSS°® Statistics software version 25 (SPSS, Chi-
cago, USA) and the open-source computing environment
R version 4.2 (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria) were used to carry out statistical anal-
ysis. Results were expressed as meanztstandard devia-
tion (SD). Statistical significance of differences between
means was examined using the parametric t-Test with
Bonferroni correction. Significance was accepted for
P-value<0.05.

Results

Determination of the AMH, AFC and FMR4 expression
levels in FMR1 premutation carriers

The characteristics of the FMRI premutation carriers
enrolled in the present study are presented in Table 1.
The mean age was 31.9+4.4 years and the mean body
mass index (BMI) 21.92+2.8 kg/m? The mean CGG
repeat size for the FMRI allele carrying the premutation
was 74.5113.8 CGG repeats. Serum AMH levels and
AFC were measured in all of them. In four cases AMH
levels were <1.1 ng/ml, indicating women with dimin-
ished ovarian reserve (case 1, 6, 8 and 9). The remaining
6 cases showed high AMH levels>3 ng/ml, correspond-
ing to normal ovarian reserves. Regarding AFC measure-
ments among our samples, two participants showed very
low AFC (<7) (case 8 and 9), three presented with normal
values 7-20) and 5 showed high values (>20) (Table 1).
FMR4 transcript and FMRI mRNA levels were also
evaluated in total RNA extracted from peripheral blood
by ddPCR (Table 1). The results obtained showed simi-
lar FMR1 mRNA levels among all samples (1.03%0.3),
whereas the FMR4 transcript levels were variable among
samples (8.24+3.7), and within the previously reported
ranges [13].

Table 1 Clinical and molecular characteristics of FMRT premutation carriers cases included in the study

ID Age (years) BMI (kg/m?) AFC AMH (ng/ml) CGG Repeat size FMR1 mRNA/cell FMR4/cell
Case_1 29 223 9 037 29/59 0.98 52
Case_2 35 224 >20 3.7 32/58 0.54 58
Case_3 35 20 20 544 20/55 1 83
Case_4 35 28 16 3.09 29/78 1.39 56
Case_5 21 18.2 >20 449 30/70 0.83 7.5
Case_6 33 18.7 9 09 31/89 135 56
Case_7 35 21 >20 49 33/81 1 53
Case_8 32 24.1 3 0.02 17/73 0.55 14.6
Case_9 34 23.1 1 0.24 30/91 1.58 15.0
Case_10 30 214 >20 34 53/91 1.1 9.8

BMI: body mass index; AFC, antral follicle count; AMH, anti-miillerian hormone
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Female FMR 1 premutation carriers
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Fig. 1 Correlation between serum AMH levels, AFC and FMR4 expression
levels. Correlations were evaluated among total FMRT premutation carriers
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Fig. 2 Case samples categorization. Case samples categorized into low,
intermediate or high FXPOI risk group according to the boundaries for the
AMH levels and the AFC in the ovarian reserve test provided by the Bolo-
gna criteria” (Ferraretti et al,, [18])

Association of FMR4 expression levels with AMH and AFC
Relations between AMH, AFC, and FMR4 transcript lev-
els are shown in Fig. 1. As expected, high positive and
significant correlation was found between AMH levels
and AFC (r=0.94; P<0.001), meaning that patients with
good ovarian reserve have high AMH and AFC values,
while those with poor ovarian reserve have low lev-
els. Contrary, a negative correlation was found between
AMH, AFC and FMR4 (r=0.45 for AMH and r=0.64 for
AFC). Although the correlation coefficients were moder-
ate a barely significant correlation was found for FMR4
and AFC (P=0.047), suggesting that FMR4 might help as
an additional biomarker for FXPOL

Case samples were further categorized into three
groups according to the boundaries for the AMH levels
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Fig. 3 Expression levels of FMR4. FMR4 expression levels compared be-
tween low, intermediate and high FXPOI risk groups. Comparisons were
statistically significant between high and both intermediate and low risk
groups (P<0.05)

and the AFC in the ovarian reserve test provided by the
“Bologna criteria” to define low ovarian reserve [18]:

— Group A, AFC>7 and AMH >1.1 ng/ml, 6 women
(both AFCs and AMH levels in the normal range);

— Group B, AFC>7 and AMH<1.1 ng/ml or AFC<7
and AMH >1.1 ng/ml, 2 women (normal AFCs and
low AMH levels) or (low AFCs and normal AMH
levels);

— Group C, AFC<7 and AMH<1.1 ng/ml, 2 women
(low AFCs and low AMH levels).

While groups A and C showed concordant AMH levels
and AFC, those within group B showed discordant val-
ues. In regard to the risk of developing FXPOI, group A
could be considered as a low risk group, group B as an
intermediate risk group, whereas group C could be con-
sidered as a high risk group (Fig. 2).

In order to assess whether FMR4 levels could provide
further information on the risk of developing FXPOI,
transcript levels were measured and compared between
groups (Fig. 3). Statistically significant differences were
obtained when comparing FMR4 transcripts levels of
those with high risk to those with both an intermediate
(P=0.0023) or low risk (P=0.0003). Interestingly, based
on the cut-off of FMR4 levels (>12) for FXPOI described
in our previous data [13], those women in group C who
were at high risk based on AFC and AMH for FXPOI
(cases 8 and 9) had FMR4 levels above this threshold.
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Diagnostic value of FMR4 for FXPOI

Since we previously showed a good diagnostic value of
FMR4 for FXPOI, we compared predictability of FXPOI
based on the AFC and AMH levels and the added value
of considering FMR4 expression levels. As shown in
Table 2, in those cases with an intermediate FXPOI risk
based on AMH level and AFC, the value of FMR4 expres-
sion added discriminatory effect and helped to reclassify
them as low FXPOI risk since FMR4 expression levels
were under the cutoff of 7.

Discussion

The combination of AFC and AMH levels has been pos-
tulated as the markers with highest predictive value for
early detection of POI [19]. While AMH is released in
females by the ovarian granulose cells and is involved
in initial follicle development [20], the AFC measures
the number of antral follicles in the ovary, reflecting the
number of follicles that will mature. AMH serum levels
together with AFC correlate with ovarian follicle num-
ber, making them a reliable marker of ovarian reserve
[21, 22]. Ovarian insufficiency is a continuum of impaired
ovarian function. When the ovarian dysfunction starts,
these ovarian reserve markers begin to deteriorate, end-
ing up to low or undetectable levels once entered the POI
stage. Recently, Jiao and coworkers [19] described that
the combination of both markers was highly promising to
predict early ovarian decline, as they showed a high sen-
sitivity and specificity to detect different stages of ovarian
insufficiency (normal ovarian reserve, pre-POI, early POI
and POI).

Apart from Turner’s syndrome, the FMRI premuta-
tion is the most common known congenital cause of POIL.
Women with the FMRI premutation have a 20% risk of
EFXPOI, but nowadays, there are no molecular indicators
that aid to predict it occurrence, leaving young FMRI
premutation carriers without a personalized reproductive

Table 2 Comparison of discrimination performance of risk
models for predicting fragile X-associated primary ovarian
insufficiency (FXPOI)

ID FXPOI Risk Group ~ FXPOI prediction FXPOI Risk
based on AFCand risk model (Alvarez- Group
AMH levels Mora et al., 2022) based on
Model
Case_2 Low 042 Low
Case_3 Low 0.55 Low
Case_4 Low 0.38 Low
Case_5 Low 047 Low
Case_7 Low 0.36 Low
Case_10 Low 0.56 Low
Case_1 Intermediate 0.40 Low
Case_6 Intermediate 037 Low
Case_8 High 0.76 High
Case_9 High 0.76 High
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assessment. The causes of the incomplete penetrance
of FXPOI are not well understood and, apart from
the FMRI premutation, there are still some unknown
genetic, epigenetic or environmental factors that might
be influencing. In a previous study a significant associa-
tion between FXPOI and high expression levels of FMR4
was revealed, suggesting a potential role of FMR4 as a
possible biomarker for FXPOI. With a diagnostic power
of 0.67, the ROC curve analysis showed that FMR4 can
distinguish FMR1I premutation carriers with FXPOI [13].

On the basis of these observations, in the current study,
ovarian reserve indicators along with the FMR4 levels
were characterized in young FMRI1 female premutation
carriers in order to further evaluate their significance in
predicting the risk of developing FXPOI. Pairwise cor-
relations between AMH levels, AFC and FMR4 were
assessed, and as expected, a strong significant correlation
between AMH level and AFC was obtained (correlation
coefficient=0.94). Interestingly, the pairwise correlation
between AMH levels, AFC and FMR4 levels showed a
moderate negative association (-0.64 and —0.45, respec-
tively), suggesting the FMR4 might be further considered
as an addition marker for predicting FXPOI (Fig. 1).

Although currently, no standardized AMH and AFC
reference or cutoff value is available for pre-POI diag-
nosis we took the values described by Ferrareti et al.
known as the “Bologna criteria” [18] and stratified the
FMRI premutation carriers cohort into those with high,
intermediate or low FXPOI risk based on serum AMH
levels and AFC (Fig. 2). The majority of samples showed
concordant AMH and AFC values, but 20% of them had
discordant values. This percentage is in agreement with
previously described data in clinical practice, where one
in five women had discordance in the AFC and AMH
level [23]. We further compared the mean FMR4 expres-
sion level among these 3 groups. Although caution must
be taken due to the limited sample size, those with poor
ovarian reserve markers, considered as the group with
high FXPOI risk, showed statistically significant higher
FMR4 levels and above the threshold determined in our
previous study (Fig. 3). We further compared the risk
of developing FXPOI obtained when considering AFC
and AMH levels by the predicted probability of FXPOI
based on our previously reported results that considered
FMR4 expression levels [13]. Using a FMR4 expression
levels cutoff of >12 for high FXPOI risk and <7 for low
FXPOI risk, we can better discriminate those FMRI pre-
mutation carriers at risk of FXPOI (Table 2), especially in
those cases where discordant AMH levels and AFC are
detected. Nevertheless, a follow-up of this cohort is nec-
essary in order to confirm our hypothesis.

In the general female population, FMRI premutation
occurs with a relative high estimated frequency that
range from 1 in 250 to 400 females [24]. The impact of
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being a female FMRI premutation carrier is enormous,
not only because it challenges women’s fertility and life-
long health, but also because it increases the risk of hav-
ing and offspring with fragile X syndrome. Although,
currently, there is no way to prevent or reverse the
impaired ovarian function associated with FXPOI, the
fertility preservation field has rapidly evolved, provid-
ing alternative solutions to preserve fertility. Therefore
emphasis should be placed on early identification of
those FMRI premutation women at risk of developing
FXPOI that can take advantage of these solutions, such as
embryo and oocyte cryopreservation.

Conclusions

In this study, we provide new evidences that, adding the
FMR4 expression levels along with ovarian reserve mark-
ers, might help to better identify FMRI premutation car-
riers at risk of FXPOI. The main weakness of our study
is the low number of cases enrolled as well as the lack of
follow-up. Moreover, lifestyle factors such as smoking,
alcohol use or BMI, are known to influence reproductive
health. Whether these factors are also affecting FMR4
expression levels has not been explored. Nevertheless,
the herein reported results warrant future prospective,
longitudinal cohort studies to confirm the potential role
of FMR4 as a FXPOI biomarker and to develop strate-
gies for fertility improvement. We hope that these results
will help to improve the management of FMRI premu-
tation carriers, promoting a tailored approach to patient
handling.
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Resum

La relacid entre la insuficiencia ovarica prematura i la premutacié en
el gen FMR1 esta ben establerta. En els darrers anys, pero, s'ha
suggerit una possible relacié entre aquesta i una baixa reserva
ovarica (BRO).

Material i Metodes: Estudi retrospectiu en un programa de fecundacié
in vitro (FIV) en un centre de referencia terciari universitari a
Barcelona. Es van obtenir dades d'un total de 385 dones derivades
per a la prova del gen FMR1 a la nostra institucio des de gener de
2018 fins a desembre de 2021. Es va comparar la prevalenca de la
premutacié del gen FMR1 entre 93 d'elles, menors de 35 anys, amb
una BRO, caracteritzada per nivells d/AMH< 1,1 ng/mL i RFA < 5; i

132 donants d'ovuls que formaven el grup control.
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Resultats: els resultats mostren una major prevalenca de premutacié
FMR1 al grup BRO (7,69%) que al grup control (1,32%), (p-valor de

la prova exacta de Fisher = 0,012).
Conclusié: La prevalenca de la premutacidé del gen FMR1 és més alta

en pacients joves amb una BRO que es troben en un programa de FIV

en comparaciéo amb la poblacié general.
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Abstract: The relationship between premature ovarian insufficiency (FXPOI) and premutation in the
FMR1 gene is well established. In recent years, though, a potential relationship between the latter
and a low ovarian reserve has been suggested. To explore it, we conducted a retrospective study
in an IVF program at a university tertiary referral center in Barcelona (Spain). Data were obtained
retrospectively from a total of 385 women referred for FMRI gene testing at our institution from
January 2018 to December 2021. We compared the prevalence of FMR1 gene premutation between 93
of them, younger than 35 years, with a diminished ovarian reserve (DOR), characterized by levels
of anti-Mullerian hormone < 1.1 ng/mL and antral follicle count < 5; and 132 egg donors screened
by protocol that served as the controls. We found a higher prevalence of FMR1 premutation in the
DOR group (seven patients (7.69%)) than in the control group (one patient (1.32%)), Fisher-exact test
p-value = 0.012). We concluded that compared with the general population represented by young
egg donors, the prevalence of FMR1 gene premutation is higher in young patients with a diminished
ovarian reserve. Although these findings warrant further prospective validation in a larger cohort of
patients within DOR, they suggest that, in clinical practice, FMR1 premutation should be determined
in infertile young patients with DOR in order to give them adequate genetic counselling.

Keywords: FMR1 premutation; premature ovarian failure; POSEIDON 3

1. Introduction

Fragile X syndrome (FXS) (#MIM300624; ORPHA 908) is the most common cause
of inherited intellectual disability, affecting 1 in 4000 men and 1 in 8000 women [1]. It is
caused by silencing of the FMR1 gene (fragile X messenger ribonucleoprotein 1), due to
the presence of a full mutation (>200 CGG repeats) in the 5 untranslated region of the
FMR1 gene [2]. The FMRI1 gene is also the first single-gene cause of premature ovarian
failure (fragile-X-associated premature ovarian insufficiency (FXPOI)) and one of the most
common causes of ataxia (fragile-X-associated tremor/ataxia syndrome (FXTAS)). Both
FXPOI and FXTAS are associated with the premutation of the FMR1 gene (alleles within
55-200 CGG repeats) [3,4].

The association between FMR1 gene premutation and premature ovarian insufficiency
(POI) is well established [5]. Approximately 20% of women who carry FMRI gene premuta-
tion experience POI, whereas this occurs in only 1% of women in the general population [6].
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Premature ovarian insufficiency (POI) is defined as the absence of menstruation (amen-
orrhea) due to the loss of ovarian function before the age of 40 years. Nevertheless, the
guidelines of the European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE)
recommends the following, more specific, diagnostic criteria for POI: oligo/amenorrhea
for at least four months and a follicle-stimulating hormone (FSH) level above 25 IU/1 on
two occasions separated by more than four weeks [7].

In the last decade, some studies have reported an association between the prevalence
of FMR1 premutation and a diminished ovarian reserve (DOR), but this is not well es-
tablished because the results are controversial and mixed up by different FMR1 repeat
lengths [6,8-11].

The reception of donor oocytes is indicated for the treatment of ovarian failure. This
assisted reproduction technique has high success rates, as indicated by high live birth rates.
However, it entails relinquishing the gamete itself, which can be emotionally distressing
for couples.

Recent reports from the World Health Organization reveal that 1 in 6 individuals
will experience fertility issues throughout their lifetime [12]. This high prevalence is
multifactorial, with a significant factor being the delay in women’s age at first pregnancy,
especially in Western countries, particularly Southern Europe, where Spain has the lowest
birth rate (according to the latest report from the Spanish Society of Fertility, it is estimated
that 11% of all births in Spain are through assisted reproduction techniques [13]), only
surpassed by Malta. This is particularly important because there is a physiological decline
in fertility associated with the depletion in the number of oocytes, but also a decrease in
the quality of oocytes with age. This leads to a reduction in spontaneous fertility but also
impacts the success rates of assisted reproductive technologies (ART), where age influences
the probability of achieving pregnancy [14].

During the initial assessment for in vitro fertilization (IVF), markers of the ovarian
reserve are typically requested (including anti-Mullerian hormone (AMH) levels and the
antral follicle count (AFC)). These markers have been established and standardized in
the evaluation of patients with infertility. These markers guide the stimulation protocol
required to achieve optimal ovarian stimulation.

Based on all of the above, in this study, we sought to determine the prevalence of FMR1
premutation at an assisted human reproduction unit at a university, tertiary referral hospital.
Specifically, we tested the hypothesis that FMR1 premutation study should be determined
in infertile young patients with DOR in order to give them adequate genetic counselling.

2. Methods
2.1. Study Population

Data from 385 women referred for FMRI gene testing at our institution from January
2018 to December 2021 were collected retrospectively. Clinic Barcelona is a university
hospital that belongs to the Catalan Public Hospital Network. All women were visited
at the Assisted Reproduction Unit, and molecular genetic testing was performed via the
Biochemistry and Molecular Genetics Service, an accredited reference laboratory for these
tests. Information on the demographic and clinical markers for ovarian reserve (AFC and
AMH) was registered. An FMR1 premutation is defined between 55 and 200 CGG repeats,
while those below 55 are considered normal [15].

We reviewed the requests for this genetic testing and grouped these 385 women into
5 different categories: family history, premature ovarian insufficiency, young patients with
a diminished ovarian reserve, oocyte donors, and miscellaneous.

From this data base, we selected the group with a diminished ovarian reserve (DOR),
which included 93 women younger than 35 years. DOR was defined as those who presented
regular cycles and altered ovarian reserved markers (AFC <5, AMH < 1.1 ng/mL), in line
with the POSEIDON criteria [16] that aim to identify patients with a poor prognosis in ART.
The POSEIDON criteria consider the number of oocytes retrieved in previous stimulations,
the age-related aneuploidy rate, and the ovarian “sensitivity” to exogenous gonadotropins,
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which impacts the total number of oocytes retrieved. These factors affect the final success
rates of ART [17].

Additionally, we reviewed the various causes of infertility in the study group (such as
male factor, tubal pathology or sterility of unknown origin among others).

As the control group, we used data from 132 cases of oocyte donors (who were
screened for the FMR1 gene by protocol).

2.2. Measurements
2.2.1. CGG and AGG Determination

A peripheral venous blood sample was obtained in each woman. Genomic DNA was
isolated by standard methods (Puregene and Purescript kits, Gentra, Minneapolis, MN,
USA). The CGG repeat number and AGG interruptions were determined by a triplet repeat
primed PCR (TP-PCR) using Asuragen AmplideX® FMR1 PCR Kit (Asuragen, Austin,
TX, USA). Amplicons were evaluated on an ABI Prism 3130 Genetic Analyzer system
(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA), and GeneMapper software version 4.1 (Applied
Biosystems) was used to determine the different sizes.

2.2.2. Hormonal Determination

Biochemical parameters were measured in serum using standard methods in the Core
Laboratory of our hospital, and the results were expressed according to female reference
ranges. Anti-Mullerian hormone (AMH) was determined in the serum by a chemolumi-
nescence immunoassay with paramagnetic particles for quantitative determination (AMH
B13127 Beckman Coulter kit and in the ACCES2 device, Brea, CA, USA) (LOQ 0.02 ng/mL,
interassay coefficient of variation < 5%; results expressed in ng/mL; normal female values
between 1.0 and 4.5).

2.2.3. Antral Follicle Count Determination

A Voluson S6 unit, General Electrics Medical Systems (Tiefenbach, Austria), equipped
with a 5-7 MHz vaginal probe, was used. In this examination, a baseline gynecological
assessment was performed to exclude gynecological pathology together with the antral
follicle count (AFC). The AFC was calculated by measuring all the follicles with a diameter
between 2 and 9 mm by ultrasound.

2.2.4. Statistical Analysis

Continuous data are expressed as the mean and standard deviation, and categorical
data as proportions. Normality was analyzed using the Shapiro-Wilk test. Groups were
compared using Student’s t-test, the Mann—Whitney U test, the Chi-square test or the
Fischer exact test, depending on data type and distribution. A p-value < 0.05 was considered
statistically significant. Analyses were carried out with R (version 1.2).

3. Results
3.1. Study Population

A total of 385 women referred for FMRI gene testing were examined between January
2018 and December 2021. The genetic testing indications were as follows (Figure 1):
113 (29.3%) patients with POI (established amenorrhea/oligomenorrhea and FSH > 25);
12 patients (3.1%) with a family history of the FMR1 mutation; 93 patients (24.2%) were
infertile normo-ovulatory and young (<35 years old) women with DOR, defined as antral
follicle count (AFC) < 5 and anti-Mullerian hormone < 1.1 ng/mL (according to POSEIDON
criteria); and 35 patients (9.1%) for other causes, including consanguinity cases, non-sterile
patients in other endocrinological studies, request errors, or patients older than 40 years. In
the control group, we included 132 (34.3%) cases of oocyte donors, in whom FMR1 gene
testing was determined by protocol.
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Primary ovarian
insufficiency

n=113

Patient with a genetic request at our settings

n=385
|
Family history Young DOR Other causes Control group
n=12 n=93 n=35 n=132

Figure 1. Consort diagram of the study. DOR: diminished ovarian reserve.

Regarding the study group, the causes of infertility were as follows: a total of 54 young
DOR patients out of 93 (58.06%) came to our consultation due to infertility of unknown
origin, followed by 14 (15.05%) due to a male cause; 11 patients from the total study
population (11.83%) were diagnosed with endometriosis as a cause of sterility; and the
tubal cause was present in 8 cases (8.60%). The rest of the patients (6 (6.45%)) attended for
other reasons.

Figure 1 presents the consort diagram of the study and Table 1 the clinical charac-
teristics of the study population. By focusing on the young DOR group (young patients
who will undergo an IVF cycle), significant differences were observed in terms of age
and ovarian reserve markers between the control group and the young DOR group. As
expected, the young DOR group showed statistically significant decreased ovarian reserve
markers, with low AMH levels (0.40 4 0.29) and a lower AFC (4.9 + 3.0) (Table 1).

Table 1. Clinical characteristics of the women included in the study.

PATIENT GROUP N AGE AMH AFC
YOUNG DOR 93 31.813 £+ 2.551 0.406 £+ 0.291 4.988 £ 3.058
CONTROL 132 25.705 £ 0.4.704 3.073 £0.993 21.724 £ 9.726

AMH: anti-Mullerian hormone levels; AFC: antral follicular count.

Figure 2 shows that seven patients carried the premutation in the young DOR group
(7.69%), while only one patient (1.32%) did among the controls (Fisher’s exact test
p-value = 0.012).

We also compared the levels of AMH, AFC, and the number of oocytes retrieved
during ovarian stimulation between non-premutated and premutated patients in the study
group. It was observed that the premutated patients in this group had lower AMH and
AFC levels compared to the non-premutated patients (AMH 0.25 ng/mL vs. 0.4 ng/mL and
AFC 4.4 vs. 5.1, respectively), and a reduced oocyte recovery as well (2.25 vs. 4.45 oocytes
retrieved, respectively) (Table 2).

Table 2. Comparison between premutated and non-premutated patients in the study group.

AMH (ng/mL) AFC Number of Oocytes
(Mean) (Mean) (Mean)
No premutation DOR (1 = 86) 0.4 5.1 4.45
Premutation DOR (n =7) 0.26 44 225

AMH: anti-Mullerian hormone levels; AFC: antral follicular count.
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p-value 0.012
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Figure 2. Fisher’s exact test p = 0.012. DOR: diminished ovarian reserve.

3.2. Treatment Received by the Young DOR Population

Regarding the treatments received by the young DOR population, 26 of these patients
attempted one or more cycles of artificial insemination (27.9% of the cases). Of these
26, 9 ended up undergoing an IVF cycle and 4 achieved pregnancies. Nineteen patients
attempted a natural-cycle IVF (20.4%), and six of them subsequently underwent one or
more IVF cycles, and two pregnancies were achieved. Forty-one patients attempted a direct
IVEF cycle (44.1% of the population), achieving 13 pregnancies. A total of seven patients
carried out an egg donation treatment at a private center.

Regarding the seven premutated patients, two underwent IVF pre-implantation ge-
netic testing for monogenic disorders (PGT-M), three attempted IVF during a natural cycle,
and four underwent egg donation.

The AGG interruptions in the premutation carriers were also assessed and no inter-
ruptions were found in any case, except one young DOR patient.

3.3. FMR1 Allele Size

Based on allelic groups, we created a table (Table 3) displaying their distribution
within our population. In the control group, 131 individuals did not carry the premutation,
while only 1 was detected with the premutation in the low repetition range. Conversely,
within the young DOR group, seven patients were diagnosed with the premutation: four
in the low repetition range, two in the medium range, and one with over 100 repetitions.

Table 3. Frequency of different FMRI repeat sizes among the study groups. Fisher’s exact test
p =0.3032.

NON-CARRIER PREMUTATION
Group COMMON <45  INTERMEDIATE 45-54 LOW 55-79 MEDIUM 80-99  HIGH > 100
CONTROL 131 (99.24%) - 1(0.76%) - -
YOUNG DOR 84 (90.32%) 2 (2.15%) 4 (4.30%) 2 (2.15%) 1(1.08%)

We looked at the occurrence of intermediate alleles (with 45 to 54 CGG repeats)
independently. Among the study group, two exhibited an intermediate range of CGG
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repeats. We compared the intermediate range of triples between both groups, but found no
differences (p-value of 0.30).

We also reviewed the ovarian reserve markers in two subgroups of the non-premutation
patient group. In the low-repeat group (<26 CGG repeats on both alleles), 7 women out of
84 were identified with a mean AMH level of 0.84 ng/mL and a mean AFC of 6.3. Addi-
tionally, there were two individuals in the intermediate (or gray) zone with a mean AMH
level of 0.7 ng/mL and an AFC of 5. These findings are consistent with the expectations for
the group characterized by a low ovarian reserve in young patients (POSEIDON Group 3).
Unfortunately, the current sample size is insufficient to perform statistical tests and draw
definitive conclusions from these two subgroups.

4. Discussion

This study shows that the prevalence of premutation of the FMR1 gene in women
younger than 35 years of age with infertility and low ovarian reserve markers according
to POSEIDON criteria was higher ((7.69%) than in the controls (oocyte donors; 1.32%,
p =0.012)).

Approximately 1/250 females and 1/800 males carry premutation alleles in the range
of 55-200 repeats. Among women who carry the premutation, 20-24% have POI, compared
with only 1% in the general population [18]. Overall, premutation carriers go through
menopause ~5 years earlier than non-carriers and, among those still cycling, have higher
FSH levels [19-21].

The molecular basis of FXPOI has been poorly studied, and we still do not fully under-
stand the role that the FMR1 gene plays in ovarian function, or the molecular pathways
involved in FXPOL

Another important question is why ovarian dysfunction is limited only to women
carrying the premutation. Several theories have been proposed to explain this, with one
of the most accepted being that the messenger RNA (mRNA) levels of the FMRI gene in
carriers are increased [22], leading to a gain-of-function of this mRNA, with toxic effects on
the cell [23]. Another theory is that the expanded CGG repeat tract (expCGG mRNA) could
be interfering with normal follicle development [24-26]. It has been shown that expCGG
mRNA is capable of sequestering proteins and other transcripts, forming intranuclear
inclusions detected in ovarian stromal cells and other tissues [27]. These inclusions contain
toxic polypeptides (FMRpolyG), which, together with the inclusions and increased levels
of expCGG mRNA, contribute to the development of various diseases associated with the
premutation of the gene: FXPOI and FXTAS [28].

The association between the CGG repeat length in the FMR1 gene and POI risk has
also been a topic of interest, but the results from individual studies were inconsistent
and sometimes contradictory, especially for idiopathic POI Four allelic groups have been
distinguished based on the number of FMR1 CGG repeats: normal alleles range from 5 to
44 repeats; intermediate alleles (also called grey zone) span 44 to 54 repetitions; premutation
alleles range from 55 to 200 repeats; and full mutations consist of over 200 repeats [15].
Intermediate and premutation alleles can be unstable when transmitted from the mother to
the child, leading to a full mutation across several generations.

Regarding the premutation allelic group (55 to 200 repetitions), we can distinguish
three subgroups: low number with repetitions from 55 to 79 reps., medium number with
80-99 reps., and high number with more than 100 reps. Interestingly, the association of the
repeat size with the risk is non-linear. In 2007, a study showed a non-linear relationship
among premutation carriers and ovarian insufficiency [18]. The mid-range repeat size
group (80-99 repeats), not the highest group, had an increased risk for altered cycle traits
(shortened cycle length, irregular cycles and skipped cycles), subfertility, and dizygotic
twinning [18]. In our study, four patients in the young DOR group had premutation within
the low range of CGG repeats and two were within the intermediate range. Only one was
classified within the high range. We compared the intermediate range of triples between
both groups, but found no differences (p-value of 0.30).
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Although it is well known that FMR1 premutation is associated with POI, the preva-
lence of premutation in a population of patients with a low ovarian reserve and its implica-
tions in routine clinical practice is unknown. Previous studies have demonstrated that the
prevalence of FMR1 premutation is increased in women with DOR compared with women
with other causes of infertility and oocyte donors [6]. Other studies have suggested that
the premutation, as well as the intermediate repeat length and high normal repeat length
(3544 repeats) are associated with POL. But the literature is inconsistent on the associa-
tion between the FMR1 trinucleotide repeat length and infertility [29-33]. However, in a
population-based study, Murray et al. [33] revealed that premutation-sized FMR1I repeats
are substantial risk factors for POI, whereas intermediate alleles were not. Other studies
reported a significant increase in the number of intermediate and premutation FMR1 alleles
in DOR patients compared with the controls [6,8,31,34]. On the other hand, De Geyter
et al. [35], in their prospective cohort study, found that neither of the categories of FMR1
CGG repeat length expansions (premutation, intermediate range) was more prevalent in
infertile women with POI than control women, nor was the CGG repeat length correlated
with the severity of premature ovarian insufficiency. In 2009, Streuli et al. published a retro-
spective study in which a group of women with infertility and BRO was compared with
one of infertile women with a normal ovarian reserve (control). Their results suggested that
there was a greater risk in the group of BRO women of presenting a number of repetitions
in the intermediate or premutated range (>40 CGG repetitions) compared to the control
group [8]. Pastore et al. have published extensively on this topic. In 2014, they reported
that there appeared to be a higher rate of follicular loss beginning at older ages in women
with BRO and >35 CGG repeats [36]. Subsequently, in 2017, they investigated whether as-
sociations between CGG repeat lengths differed between women diagnosed with BRO from
population controls, and whether associations varied by racial/ethnic group. No significant
differences were found in the normal/intermediate range between the cases and controls or
by racial/ethnic group, and they concluded that the study rejected the association between
BRO and high/normal/intermediate repetitions, and confirmed an association between
BRO and low/normal repetitions in white women [10]. That same year, Man et al., in
their review, proposed a new concept: a fragile-X-associated diminished ovarian reserve
(FXDOR). This diagnosis will be a diagnosis of exclusion, after excluding all other known
reasons for infertility (for instance, the male factor, endometriosis, mechanical factor, etc.)
in a woman carrying a premutation allele with regular menstruations, regardless of the
levels of ovarian markers, younger than 40 years of age. They also reported that there was a
higher risk of FXPOI if the woman had between 80 and 100 CGG repetitions vs. >100 CGG
repetitions. They proposed a phenotype in women with a premutation, which derived from
the combination of different damages that occur in stages of development and maintenance
of the follicular pool [37]. Eslami et al. recently published that the frequency of FMR1
premutation in both DOR and POI patients was significantly higher than that in the control
group, and presented high FSH levels and low AMH levels. Moreover, they concluded that
intermediate-sized FMR1 CGG repeat alleles should not be considered a high risk factor
for POI and DOR [9]. These data are supported by a recently published meta-analysis that
reported on the association between CGG repeat lengths of the FMR1 gene and the severity
of POI Thirteen studies, comprising 2047 cases and 6912 controls, were included to assess
premutation and intermediate repeat length in POI patients. Premutation of the FMR1 gene
showed a significant association with POI compared to the controls, while there was no
significant correlation found between intermediate repeat length and POI. Additionally, six
studies, involving 975 patients and 1749 controls, were eligible for evaluating premutation
and intermediate repeat length in DOR. Premutation was significantly associated with
DOR, whereas no significant correlation was found between an intermediate repeat length
and DOR in the case—control comparison [5].

It is also important to consider the number of AGG interruptions. These trinucleotides
typically appear at the 5" end of the CGG repeat sequence [38]. They are described within
the FMRI1 gene as a marker contributing to gene stability and potentially associated with
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the development of FXPO], thereby implicating ovarian dysfunction in the process. Several
studies have reported that premutation carriers, particularly those with at least one AGG
interruption within the CGG repeat sequence, are less prone to experiencing an expansion
of the CGG repeat length into a full mutation. Consequently, they are less likely to have
a child with fragile X syndrome (FXS) in the following generation [39-42]. Lekovic et al.
demonstrated a direct correlation between the number of AGG interruptions and ovarian
reserve parameters a few years ago. Their findings indicated that patients with longer
uninterrupted CGG repeats following AGG interruptions exhibited the lowest ovarian
reserve [11]. In our assessment of AGG interruptions among premutation carriers, no
interruptions were detected in any case, except for one young DOR patient.

There are few published studies on the outcomes of ART in these patients. Generally,
a decreased response to ovarian stimulation has been suggested [43,44]. In 2010, a study
was published to determine if there was a correlation between the number of CGG repeats
and the number of retrieved oocytes, concluding that women with a number of repeats
between 80 and 120 responded with fewer oocytes [45]. On the contrary, Geyter et al.
found no correlation between the number of CGG repeats and markers of ovarian reserve
parameters. Therefore, they concluded that infertility (even with a reduced ovarian reserve)
is not suitable to identify the possible premutated patients [35]. Similarly, Friedman-Gohas
also observed no associations between the number of CGG repeats or AGG interruptions
and any of the controlled ovarian hyperstimulation variables [28]. Avraham et al., in
their 2017 retrospective study, analyzed 309 fresh cycles overall (of 21 patients with a
full mutation of the FMR1 gene and 51 premutation carriers). The results suggested that
the premutation carriers displayed a reduced ovarian response (fewer oocytes retrieved)
and full-mutation patients had a normal response. There was no significant difference
between premutation carriers and full-mutation patients with regards to the fertilization
rate, cleavage rate or biopsy rate [43]. Elizur’s group reported that this reduction in ovarian
response to stimulation could be due to the accumulation of FMRI mRNA in ovarian
granulosa cells [24]. In a review conducted by the Pastore group in 2019, they explored the
outcomes of ART in relation to the premutation status of the FMR1 gene, reporting that
women with the premutation had a decreased pregnancy rate due to a lower number of
retrieved oocytes compared to women without the premutation or with a full mutation [46].
In 2023, in a Chinese study pending publication, the researchers investigated whether CGG
repeats affected the ovarian function or response during the IVF cycle, observing a negative
correlation between CGG repeats and serum AMH, E2, AFC, and oocyte yield, but no
significant differences were found between CGG repeats and the embryo quality or live
birth rate [47].

On the other hand, different studies set 35 years as the cut-off age because from this
age onwards, the ovarian reserve decreases markedly and the alteration in the ovarian
reserve markers can be explained by the aging process of the woman [9,48].

Additionally, the use of POSEIDON criteria has allowed for not only optimizing
the IVF cycle in a specific patient, but also guiding clinicians in assessing the need for
complementary tests (including genetic), thus personalizing the treatment during a medical
consultation. Along this line, our study has tried to find a patient profile that clusters the
characteristics (POSEIDON Group 3) in order to assess the status of the fragile X gene, since
it will modify the prognosis and the future of the patient. According to the latest literature,
the patient population belonging to POSEIDON Group 3 constitutes approximately 10%
of the POSEIDON population [16,49]. Based on these data, the prevalence of POSEIDON
3 patients in our center is 13%, with genetic testing for fragile X being conducted in 80% of
these patients.

The diagnosis of a premutation implies several consequences in different areas such
as at the reproductive level, because the patient with the premutation will be reoriented to
IVF with an implantation genetic diagnosis in order to avoid the development of FXS in the
offspring. The failure to diagnose it could lead to affected children, with a high economic
and social impact. However, it is important to remember that professionals and patients
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should be aware of the limitations of this procedure which, on one hand, are due to the
quantity of fertile oocytes (which directly depends on the patient’s response to stimulation),
and on the other hand, the laboratory technique itself [50].

The American College of Medical Genetics and the American College of Obstetrics
and Gynecology guidelines in 2010 [51] recommended the evaluation of women with
infertility and/or elevated FSH for the FMR1 premutation based on the phenotype in known
carriers [18-20,52,53]. In 2008, Rajendra et al. [54] reported that half of newly diagnosed
fragile X families were discovered due to the birth of an affected child. This reinforces the
idea of studying women with DOR before having an affected child in the same generation
(for premutation carriers). Currently, neither the European nor the American assisted
human reproduction guidelines, in contrast to the two mentioned above, recommend
screening for the fragile X gene in patients with low ovarian reserve markers.

Regarding the screening protocol for oocyte donors, the Spanish Fertility Society and
the American Society for Reproductive Medicine have endorsed genetic testing for the
FMRI1 gene in women willing to donate their eggs [55,56]. However, the European Society
of Fertility keeps the option to request such a study open [57]. Regarding the Australian and
New Zealand Fertility Society, relevant genetic studies are recommended according to the
donor’s ethnicity (https://www.fertilitysociety.com.au/donor-programme-australia-new-
zealand /#screening-egg, accessed on 29 July 2024). Finally, the Canadian Fertility Society
recommends genetic testing if a disease is suspected after completing a structured question-
naire (https:/ /www.canada.ca/en/health-canada/services/publications/drugs-health-
products/technical-directive-sperm-ova-donors.html#a2.1.2, accessed on 29 July 2024).

Several strengths of our study are worth mentioning. First, it is the first study to
investigate the prevalence of FMR1 gene premutation among young patients with a dimin-
ished ovarian reserve undergoing IVF treatment, finding a higher prevalence of premu-
tation. Additionally, regarding the prevalence of the premutation in young women with
a diminished ovarian reserve, there is little published on this topic, and the results are
inconsistent [6,9,11,31] and with little clinical translation. Moreover, in our clinical practice,
young patients with DOR are frequent and they demand to continue with IVF cycles and
have biologically related offspring. We consider that this group could be a good profile
of patients eligible to perform the genetic study. On the other hand, we acknowledge
several potential limitations, including that our study is a retrospective review of FMR1
gene results, with limited determinations of FMR1 studies, and that donor screening and
young infertile patients with a significantly low ovarian reserve were the main indications
to request the FMR1 status gene, which might have led to selection bias.

5. Conclusions

We concluded that the prevalence of FMR1 premutation is significantly higher in
young women with DOR than in the general population. These results should be confirmed
prospectively in a larger population of POSEIDON 3 patients to provide them adequate
clinical and genetic counselling to minimize the impact and consequences that could arise
from a late diagnosis.
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Discussio

En el context d'aquesta tesi doctoral s’explora la relacid entre la
premutacio del gen FMR1 i I'FXPOI, destacant la identificacié de nous
biomarcadors potencials associats a la fallida ovarica. A més, s’ha
analitzat la prevalenca de la premutaci6 FMR1 en la subpoblacié de
dones joves amb BRO que participen en programes de FIV amb
I'objectiu de millorar els criteris per a |'estudi genetic. Finalment,
s'aborda la millora en el maneig reproductiu de les dones amb
premutaci6 FMR1, ajustant les estratégies terapéutiques per

optimitzar els resultats reproductius.

Primerament, en els articles 1 i 2 s’ha investigat la possibilitat de
descobrir nous biomarcadors o factors de risc que puguin ajudar en la
identificacio d’aquelles dones portadores de la premutacidé que

desenvoluparan FXPOI.

En els ultims anys, els ARNInc s’han postulat como a biomarcadors
diagnostics per diverses malalties com ara el cancer (87), trastorns
cardiovasculars o neurodegeneratius (88, 89). Una de les avantatges
gue presenten respecte a altres molecules d’ARN és que, a causa de
la seva petita mida, sén altament estables en el torrent sanguini.
Aquesta caracteristica juntament amb el fet que la seva expressid pot
presentar variacions en el transcurs de les malalties els posiciona com
a candidats en el diagnostic, seguiment i potencials dianes
terapeutiques. Pel que refereix al gen FMR1, existeixen I'FMR4, FMR5
i FMR6 que constitueixen un grup de ARNInc derivats d’aquest gen
que podrien participar en aspectes de la presentacié clinica dels
trastorns associats al X fragil (29, 30, 90, 91). La rellevancia
potencial d’aquests ARNInc derivats d’FMR1 es basa en la variacid en
els nivells d’expressié observats entre pacients amb SXF i pacients
portadors de la premutacié. En teixit cerebral de pacients amb SXF,

s’ha observat que tant I'expressié de FMR4 com de FMR6 es troba
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reduida (29, 30). Al contrari que en els portadors de la premutacio,

on I'expressié d’FMR4 s'ha descrit augmentada (30).

A partir d'aquestes observacions, l'estudi 1 va investigar els nivells
d'expressi6 d’FMR4, FMR5 i FMR6 en sang periferica de dones
portadores de la premutacid del FMR1 amb i sense FXPOI, per tal
d'explorar la seva aplicabilitat com a possibles biomarcadors de
I'’FXPOI. En el primer analisi, els resultats no van demostrar una
diferéncia significativa al comparar els nivells d’expressié dels 3
ARNInc entre els dos grups de pacients estudiades. En canvi, si que
es va obtenir una diferéncia estadisticament significativa per FMR4
(p=0.039) en comparar ambdds grups estratificats pels nivells
d'expressié (baix, mitjd o alt) d’FMR4. Es a dir, la distribucid de
portadores de la premutacié amb FXPOI i sense FXPOI era diferent i
significativa quan es tenien en compte diferents nivells d’expressio
d’FMR4. De tal manera que el 86% (6/7) de les portadores de la
premutaci6 que presentaven nivells elevats d'FMR4 havien
desenvolupat una FXPOI mentre que només el 14% (1/7) amb nivells
alts d’expressié d’FMR4 no havien desenvolupat una FXPOI. Tot i que
cal tenir precaucid a causa de la mida limitada de la mostra, I'analisi
de la corba ROC va revelar que FMR4 podia distingir modestament les
portadores de la premutacio a FMR1 amb i sense FXPOI amb un AUC
de 0,67 (OR 6,67, IC del 95% = 1,5-29,63, p = 0,016) i establint un
punt de tall de 7.5 en els nivells d'FMR4 com a predictor de risc a
desenvolupar FXPOI. Per tant, els nivells d'FMR4 per sobre d’aquest
llindar conferiren un risc significativament augmentat de
desenvolupar FXPOI (OR: 6.67 95% CI: 1.5-29.63, p = 0.016).

Actualment, només s’'ha pogut demostrar que la mida de les
repeticions CGG s’associa de manera no lineal amb el risc de

desenvolupar FXPOI (45, 48, 92); és a dir, hi ha un risc més alt
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d’FXPOI en l'interval de ~80-99 CGG. En aquesta linia, els nostres
resultats, també van mostrar una correlacié no lineal entre els nivells
d'expressido d’FMR4 i la mida del triplet CGG; obtenint nivells més alts
d'expressio tant d’FMR4 en l'interval de ~80-99 CGG.

De manera semblant al nostre estudi, en la literatura només hi ha un
treball que analitzi els nivells de transcrits d’'FMR4 i FMR6 en
portadores de la premutacié a FMR1. En aquest estudi, Elizur i
col-laboradors l'any 2016, van analitzar els nivells de transcrits de
FMR4 i FMR6 en céel-lules de la granulosa ovarica de portadores de la
premutacio de FMR1 i en una poblacid control (no portadores de la
premutacio). Els autors no van observar cap associacido entre els
nivells d'expressi6 de FMR4 en les cél-lules de la granulosa i el
nombre de repeticions CGG. D'altra banda, tot i que els nivells
d'expressid de FMR6 tampoc van ser significativament diferents entre
les portadores de la premutacié de FMR1 i els controls, van trobar
una associacid no lineal significativa entre el nombre de repeticions
CGG i els nivells de FMR6 en aquestes cel-lules (90). Cal tenir present
que tant la metodologia com el tipus de teixit emprat per mesurar els
nivells d'ARNInc eren diferents dels que hem utilitzat en el nostre
estudi, la qual cosa podria explicar la diferéncia en els resultats de les

dues publicacions.

Seguint la linia de la primera publicacio, I'estudi 2 es va centrar en el
paper de I'FMR4 com a biomarcador en la deteccié precog de la fallida
ovarica en portadores de la premutacié de FMR1 joves (<35 anys).
En aquest estudi, es van analitzar les possibles correlacions entre els
marcadors de reserva ovarica més utilitzats, com sén els nivells
d’AMH i el RFA, i els nivells d’expressié de FMR4 en un grup de dones

joves portadores de la premutacié de FMR1. Aquesta analisi buscava
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ampliar la comprensid sobre el potencial de 'FMR4 com a marcador

addicional per a predir la fallida ovarica.

L'’AMH i el RFA, sén els marcadors de reserva ovarica que actualment
es fan servir, ja que han demostrat tenir un alt valor predictiu en la
deteccid preco¢ de la fallida ovarica, tal com suggereixen diversos
estudis. En particular, Jiao i col-laboradors van posar de manifest que
la combinacié d’aquests marcadors podria tenir un alt potencial per
predir el declivi ovaric, ja que mostren una sensibilitat i especificitat
elevada per detectar diferents estadis d’insuficiencia ovarica, incloent-
hi la reserva ovarica normal, pre-IOP, IOP inicial i IOP (93). Aquesta
precisié permetria un seguiment i una intervencié més personalitzada
segons el perfil de cada pacient, aspecte de gran rellevancia en
I'abordatge de I'FXPOI.

En un estudi publicat al 2011, es van analitzar la variacié dels nivells
intra-individuals d'AMH al llarg del temps en 240 dones (127
portadores de la premutaciéo a FMR1 i 113 controls). Utilitzant models
lineals mixtos, van determinar que les portadores presentaven nivells
d'AMH més baixos a totes les edats, amb una disminucié del 10%
anual, i que l'efecte de la premutacio reduia els nivells en un 54%. A
més, la correlacié entre els nivells d'AMH observats i els modelats va
ser significativa, amb un coeficient de 0.36 per a les no portadores i
de 0.69 per a les portadores (94). Per tant, I'estudi concloia que el
seguiment dels nivells d’AMH al llarg dels anys en una dona portadora

de la premutacié pot ser utilitzat com a predictor d’FXPOI.

El nostre estudi és el primer estudi publicat en relacionar els MRO
amb | "FMR4. Els resultats van mostrar una associacié negativa entre
els nivells d’AMH, RFA i FMR4 en portadores de la premutacido de

FMR1. Aquest tipus d’associacio indicaria que nivells més elevats de
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FMR4 podrien associar-se amb una reserva ovarica més baixa, la qual
cosa apuntaria a un possible paper del FMR4 com a biomarcador
complementari en I'avaluacid6 del risc d'’FXPOI. Aixé seria
especialment interessant en aquell grup de pacients on hi ha una
discordanca entre I’AMH i el RFA (Grup B dels criteris de Bolonga). Tot
i que en la majoria de casos els nivells d’”AMH i RFA son concordats,
s'estima que 1 de cada 5 dones present valors discordants d’AMH i
RFA (95). En el nostre estudi, les 10 portadores de la premutacid
estudiades es van estratificar en 3 grups tenint en comte els nivells
d’AMH i RFA. Aquelles amb nivells elevat d'/AMH i RFA es van
considerar com a baix risc a presentar FXPOI, mentre que les que
presentaven valors baixos de MRO es van considerar com a alt risc
per FXPOI. En 2 dels casos es van trobar valors discordants entre els
MRO. Aquests grup es va considerar com de risc intermedi a
presentar FXPOI.Tenint en compte els nivells d’expressid d’FMR4, el
risc a desenvolupar FXPOI en aquest dos casos va passar a risc baix
ja que totes dues portadores presentaven nivells <7. Per tantm
utilitzant un nivell de tall dels nivells d'expressido d’FMR4 de > 12 per
a un risc alt d'FXPOI i <7 per a un risc baix d'’FXPOI, podem
discriminar millor el risc de les portadores de premutacié a FMR1 a
desenvolupar FXPOI (96).

Tot i que calen estudis addicionals per validar aguesta hipotesi, la
preséncia d’'aquesta correlacid suggereix que l'analisi combinada de
FMR4 amb altres marcadors, com AMH i RFA, podria millorar la
capacitat de predir el risc de fallida ovarica en portadores de la
premutacié de FMR1, oferint una eina més precisa per identificar i

monitoritzar aquestes pacients.

A banda, a I'estudi 3 es va analitzar la prevalenca de la premutacié a

un subgrup determinat (dona jove amb BRO) en un programa de FIV
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i com aquestes pacients poden beneficiar-se de |'estudi genetic del
gen FMR1. Aquest grup de dones dintre de la poblacié que se sotmet
a tecniques de reproduccio assistida representa un desafiament en el

maneig clinic

Aproximadament 1/250 dones i 1/800 homes sén portadors d’un
al-lel premutat al gen FMR1 (55-200 repeticions CGG). Un 20%

d’aguestes dones desenvoluparan FXPOI (en comparacid amb un 1%

en la poblacié general) (47).

Tot i que l'associacid entre premutacié i FXPOI esta ben establerta, la
prevalenca de la premutacid en la poblacié de pacients amb BRO, és
actualment desconeguda. Estudis anteriors demostren que aquesta
prevalenca esta augmentada en comparaci®é amb dones amb altres
causes d'infertilitat i amb donants d’oodcits (18), tot i que la literatura
és diversa i sense arribar a un consens clar donat que les
metodologies dels diferents estudis difereixen substancialment (97-
101).

En un estudi retrospectiu publicat al 2009, Streuli i col.laboradors van
descriure un risc major en el grup de dones esterils amb BRO de
presentar un rang de repeticions per sobre de 40 CGG comparat amb
el grup control (dones amb reserva ovarica normal) (56). De manera
similar pero tenint en compte el punt de tall de 35 repeticions CGG,
Pastore et al I'any 2014, descrivien una major pérdua fol-licular en
dones amb BRO i > 35 repeticions CGG (102). Els mateixos autors en
un estudi l'any 2017, descrivien que les diferents associacions
descrites no diferien segons el grup etnic (59). Finalment, Eslami i
col-laboradors, també publiquen un estudi on s’observa associacio
entre la premutacié a FMR1 tant en pacient IOP com BRO, aixi com

amb nivells més elevats de FSH i AMH més baixes (61). Davant de
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tots aquestes evidéncies, Man et al., proposen un nou terme per fer
referéncia a la BRO associada a la premutaciéo (FXDOR, per les seves

sigles en anglés), essent aquest un diagnostic d’exclusié (103).

Recentment s’ha publicat un metanalisi sobre I'associacié entre
premutacié i FXPOI/BRO. L'objectiu era analitzar la relacié entre la
longitud de la repetici6 CGG en el gen FMR1 i la gravetat de la IOP.
Fins al gener de 2019, es van analitzar un total de 18 estudis de
casos i controls o de cohorts, que implicaven 3022 pacients amb IOP
idiopatica i 8461 controls. Dels 18 estudis, 13 van complir els criteris
necessaris per avaluar tant I'associacié de la premutacié com del rang
intermig de repeticions (zona gris, 45-55 CGG) en pacients amb IOP,
incloent 2047 casos i 6912 controls. Els resultats van mostrar que la
premutacio del gen FMR1 estava significativament associada amb la
IOP. En canvi, no es va trobar una correlacié significativa entre la
longitud de repeticid intermédia (zona gris) i la IOP. A més, 6 estudis
que representaven 975 pacients i 1749 controls eren elegibles per a
I'avaluacié de la premutacié i la longitud de repeticid intermédia en
relacio6 amb la BRO. Els resultats van indicar que I'associacié entre la
premutacié del gen FMR1 i la BRO era significativa. No obstant aixo,
igual que amb la IOP, no es va trobar una correlacié significativa

entre la zona gris i la BRO en la comparacid de casos i controls (42).

El nostre estudi va fer servir la classificacié de Poseidon (63). Aquesta
classificacid es bassa en l'edat de la dona, els MRO i el resultat del
cicle previ d’estimulacio, en el cas que s’hagi fet, per tal d’optimitzar
el cicle de FIV (tant en la vessant de tractament medic com en proves
complementaries com podrien ser les genetiques). En concret, es van
estudiar pacients incloses en el subgrup Poseidon 3 (dona jove >35
anys amb AMH 1.1 ng/mL i/o RFA < 5). En la literatura publicada, el

subgrup 3 constitueix aproximadament el 10% de la poblacid de
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Poseidon (109, 110). Els resultats descriuen un 13% de la nostra
poblacid de FIV, amb l'estudi molecular de l'expansié al gen FMR1
realitzat en el 80% d'aquestes pacients. Es va observar una
prevalenca significativament més alta (p = 0,012) de la premutacio
del gen FMR1 en el grup amb BRO (7,69%) en comparacido amb el
grup de control (1,32%). Per tant, els resultats recolzen la hipotesi
que la prevalenca de dones portadores de la premutacié a FMR1 és

superior en la poblacié de pacients joves amb BRO.

També s’ha investigat la relacié entre el nUmero de AGG i els MRO. La
funcié de les interrupcions AGG que es troben dintre el tracte de
repeticions CGG és la d’estabilitzar el seu nombre durant la replicacio
de I'ADN en les diferents divisions cel-lulars. Els resultats per una
banda, descriuen que les pacients amb repeticions CGG més llargues
sense interrupcions AGG presentaven la reserva ovarica més baixa
(104). També son varis el estudis que descriuen que aquelles pacients
amb almenys una interrupcié AGG dins la seqiéncia CGG, tenen
menor risc d'expansié del gen de cara a la descendéncia (68, 69,
105, 106). Motiu per el qual, en el tercer estudi també es va fer
referéncia a les interrupcions AGG. En concordanca amb el que s’ha
descrit, es va observar que, entre les portadores de la premutacio
identificades amb BRO, només una presentava interrupcions AGG en

el tracte expandit.

En referéncia als resultats de les TRA en la pacient premutada, la
bibliografia no és molt amplia. Si analitzem els estudis publicats,
generalment, es suggereix una resposta disminuida a I'estimulacio
ovarica (70, 71). Un estudi reporta que les pacients amb repeticions
entre 80-120 CGG tenen una pitjor resposta a I'estimulacio i per tant,

un menor numero de oocits recuperats (72). Pel contrari, dos estudis
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no van observar cap correlacio entre el niumero de CGG i els

marcadors de reserva ovarica (107, 108).

Si comparem entre pacients amb la mutacidé completa i la premutacio,
en l'estudi retrospectiu on s’analitzaven 309 cicles de FIV, s’‘observava
una resposta a l'estimulacié disminuida en les pacients premutades,
perod no s’‘observen diferencies en termes de taxa de fertilitzacid, taxa
de clivatge o taxa de biopsia (70). Aquesta resposta disminuida
podria ser causa per I'acumulacid d’/ARNm de FMR1 en cel-lules de la

granulosa ovarica (25).

Es important tenir en compte que el diagnostic de la premutacié
implica diverses conseqliencies, tant a nivell reproductiu com de salut
mental. Aquestes pacients tenen |'opcié de realitzar una FIV amb un
diagnostic genéetic d'implantacié per evitar transmetre la SXF en la
descendéncia, per tant, un error en el diagnostic podria portar a tenir
fills afectats, amb un alt impacte economic i social. Cal tenir present,
tant pels professionals de la salut que poden atendre a la pacient com
per ella mateixa, pero, que aquesta técnica té les seves limitacions,
tant per la técnica mateixa del laboratori, com per la necessitat
d’obtenir un bon numero d'oocits de qualitat, per tant, directament

relacionat amb la reserva ovarica i I’'edat de la pacient (111).

Un estudi revelava que la meitat dels diagnostics de SXF es van
realitzar després del naixement d'un nen afecte. Aquesta dada reforga
la idea d'estudiar aquelles dones amb BRO, davant el risc de ser
portadores de la premutacié i poder transmetre la mutacié completa

en la seglient generaci6 (112).
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Actualment, cap de les guies Europees ni Americanes de reproduccid
assistida recomanen el cribratge del gen FMR1 en pacients amb
marcadors de BRO. Pel contrari, en els protocols d’estudi de les
donants d’‘oocits la Societat Espanyola de Fertilitat i la Societat
Americana de Reproduccié s’ha recolzat la prova genética per al gen
FMR1 en dones que volen donar els seus ovuls (113, 114). En el cas
de la societat Europea de Reproduccid, en la guia publicada, es manté

la possibilitat oberta de realitzar o no aquest I'estudi (115).

En conjunt, aquestes investigacions pretenen no només aprofundir en
el coneixement cientific sind també traduir aquest coneixement en

practiques cliniques millorades.
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Limitacions i fortaleses

Entre les fortaleses dels estudis 1 i 2, destaca que ambdds estudis
han seleccionat acuradament la poblacid d'estudi, centrant-se en
dones portadores de la premutacio de FMR1 amb criteris clars, fet
que aporta robustesa als resultats per a la poblacié d'interés. A més,
el segon estudi valida els resultats del primer, reforcant la hipotesi
que el FMR4 podria actuar com un biomarcadors associat a major risc

de desenvolupar FXPOI.

Tanmateix, aquests estudis també presenten limitacions. En primer
lloc, la mida de la mostra és relativament petita, amb 36 participants
en el primer estudi i 10 pacients en el segon. Aix0 compromet la
capacitat de generalitzar els resultats. A més, tot i que s'ha identificat
I'ARNInc FMR4 com un possible biomarcador potencial d’FXPOI, el
poder diagnostic que ofereix en l'estudi és modest, amb un AUC de

0,67, i no s'ha validat ampliament en altres cohorts.

Pel que fa a l'estudi 3, aquest presenta diverses fortaleses. En
primer lloc, és el primer estudi que investiga la prevalenca de la
premutacié del gen FMR1 entre pacients joves amb reserva ovarica
disminuida sotmeses a tractament de FIV, trobant una prevalenca
més alta de la premutacié. Aixd0 és especialment rellevant, ja que,
fins al moment, hi ha poques publicacions en aquesta subpoblacié en
un programa de FIV.

A la practica clinica, aquest grup de pacients és freqient, per tant, el
maneig personalitzat amb la possibilitat de realitzat un estudi geneétic
s’ha de tenir present. A més, aquest estudi compta amb una mida de
mostra considerable, amb un total de 385 dones, de les quals 93
tenen reserva ovarica disminuida i 132 sén donants d'ovuls,

proporcionant una base de dades suficient per a I'analisi estadistic. El
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disseny de I'estudi és solid, amb una comparacio clara entre pacients
amb BRO i el grup control, basant-se en criteris clinics establerts
(nivells d'AMH i RFA). Aixi mateix, es recullen dades cliniques
detallades i es tenen en compte altres causes d'infertilitat, oferint una

visio clinica més completa.

No obstant aix0, també es reconeixen diverses limitacions. En primer
lloc, es tracta d'un estudi retrospectiu, fet que limita I'estudi per la

disponibilitat de les dades i pel risc de biaix de seleccié.

En resum, tot i que aquests estudis ofereixen informacio rellevant
sobre el paper potencial de I'ARNInc FMR4 en la patogénesi d’FXPOI, i
sobre la prevalenca de la premutacié en una subpoblacié de dones
joves amb BRO que es troben en un programa de FIV, caldra realitzar
estudis amb mostres més grans, amb major diversitat en les
poblacions estudiades i amb una validacié externa més extensa per

consolidar els resultats i establir la seva aplicabilitat clinica.
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Investigacions futures

Els estudis actuals ofereixen una base solida per a comprendre la
relacio entre la premutacid del gen FMR1 i I'FXPOI, tant a nivell
fisiopatologic amb un potencial biomarcadors proposat aixi com la
proposta d'un subgrup de pacients per a la realitzacid de I'estudi
genéetic. No obstant aix0, hi ha diverses direccions que podrien ser
explorades en futures investigacions per a millorar la comprensié i la

gestié clinica d'aquestes condicions.

1. Estudi de les Inclusions Intranuclears

- Aquesta és una linia d’investigacié actual del nostre equip. Amb
mostres de cel-lules de la granulosa d’aquestes pacients, estem
realitzant un estudi anatomo-patologic per estudiar si
existeixen les inclusions intranuclears descrites en el FXTAS a
nivell neuronal. Actualment s’esta optimitzant la técnica de
tincié p62 (la especifica de les inclusions en teixit neuronal) en

teixit fresc de cel-lules de la granulosa.

2. Estudis Prospectius i Validacio de Biomarcadors:

- Ampliar la mida de la mostra: Per augmentar la robustesa dels
resultats, es necessita realitzar estudis amb una mida de
mostra més gran. Aix0 permetria una millor generalitzacié dels
resultats i una avaluacidé més precisa del valor predictiu del

biomarcador FMR4 amb la fallida ovarica.

- Validaci6 externa: La realitzacié d’estudis en cohorts
independents i diverses regions geografiques podria confirmar
la validesa dels resultats obtinguts i assegurar que les

conclusions siguin aplicables a una poblacié més amplia.
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. Investigacié de Mecanismes Patogenics:

- Cal aprofundir en la comprensid dels mecanismes moleculars a
través dels quals les alteracions en I'expressido de ARNInc com

I'FMR4 podrien estar alterant la reserva ovarica de la dona.

. Estudis Clinics i Estrategies de Diagnostic:

- Estrategies de Diagnostic precoc: Investigar l’eficacia de la
deteccid precog¢ de la premutacid6 FMR1 en dones amb reserva
ovarica disminuida o a risc d’FXPOI per establir estratégies de

diagnostic i assessorament genéetic més precoces.

. Diversificacio de la Poblacio d’Estudi:

- Incloure diversos grups demografics i estudi de factors
ambientals: Les futures investigacions haurien d'incloure una
poblacié més diversa com |'étnia i factors de I'estil de vida i com
aguestes variables poden interactuar amb la reserva ovarica, o

si hi ha un impacte en el risc a desenvolupar FXPOI.

. Estudi de Perfils Hormonals:

- Una direccioé futura interessant també seria I'estudi dels perfils
hormonals a nivell de liquid fol-licular en pacients amb FXPOI,
per tal d'aprofundir en la comprensié dels mecanismes
hormonals subjacents i la seva relacié amb la premutacié del
gen FMR1.
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En resum, les perspectives futures en aquesta area haurien d'incloure
una combinacid d'estudis prospectius més amplis, investigacions
profundes sobre els mecanismes moleculars, i I'avaluacid de noves
estrategies diagnostiques i terapeutiques. Aix0 permetria no només
confirmar els resultats actuals, sind també millorar les opcions de
diagnostic i tractament per a les dones amb FXPOI i reserva ovarica

disminuida.
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Conclusions

. Els resultats mostren una associacid0 moderada entre els nivells
elevats d’FMR4 i el risc de desenvolupar FXPOI en portadores de la

premutacio FMR1.

. Els nivells elevats d’FMR4 en una portadora de la premutacio

confereixen un risc 6.67 vegades superior a desenvolupar FXPOI.

. Els MRO juntament amb els nivells d’expressid6 d’FMR4 en sang
periféerica poden ser d’ajuda en l'assessorament reproductiu de la
dona portadora de la premutaciéo abans del desenvolupament de
I’FXPOL.

. La prevalenca de la premutacié del gen FMR1 és més alta en
pacients joves amb una reserva ovarica baixa que es troben en un

programa de FIV en comparacié amb la poblacié general.

. L'assessorament genétic i el seguiment medic adequat soén
fonamentals per a les dones amb la premutacid6 de FMR1, ja que
poden beneficiar-se d'intervencions precoces i opcions de
planificacié familiar personalitzades, sent la principal, la FIV amb

biopsia per seleccid6 embrionaria.
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