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Résumé : L'insuffisance ovarienne primitive (IOP),
probléeme de santé publique, atteint 1-3,7% des
femmes avant 40 ans. Elle est responsable d'infertilité
et de diminution de longévité. Nous avons pour la
premiere fois impliqué BRCA2, gene majeur de
prédisposition aux cancers du sein et de |'ovaire, dans
une |OP isolée confirmant le lien génétique entre
infertilité et cancer. Nous avons développé un
diagnostic génétique de haute performance dans
29.3% des cas d'une cohorte sans précédent de 375
IOP.

Neuf nouveaux génessont impliqués dans la
réparation d'ADN, ou dans de nouvelles voies :
I'inflammation, la transcription/traduction et la
mitophagie, et correspondent a de potentielles
futures cibles thérapeutiques. La génétique
permet une médecine personnalisée pour i)
prévenir/guérir les comorbidités pour les genes de
susceptibilité aux tumeurs/cancers, ou pour les IOP
syndromiques génétiquement révélés ii) prédire
une réserve ovarienne résiduelle et donc un
pronostic de fertilité
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Abstract Primary ovarian insufficiency (POI), a public
health problem, affects 1-3.7% of women before the
age of 40. It is responsible for infertility and reduced
longevity. For the first time, we implicated BRCA2, a
major predisposition gene for breast and ovarian
cancer, in an isolated POI confirming the genetic link
between infertility and cancer. We have developed
high-performance genetic diagnosis in 29.3% of
cases from an unprecedented cohort of 375 pateints.

Nine new genes are involved in DNA repair, or in
new pathways: inflammation,
transcription/translation and mitophagy, and
correspond to potential future therapeutic targets.
Genetics enables personalized medicine to i)
prevent/cure comorbidities for tumor/cancer
susceptibility genes, or for genetically revealed
syndromic POI ii) predict residual ovarian reserve
and hence fertility prognosis.
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1 ABREVIATION

ACMG : American College of Medical Genetic

AF : Anémie de Fanconi

AIRE : Autolmmune REgulator

AMH : Anti-Mullerian Hormone

APECED: Autoimmune Polyendocriniopathy-Candidosis-EctodermallL Dystrophy
ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated Serine/Threonine Kinase

BER : Base Excision Repair

BLM : Bloom Syndrome RecQ Like Helicase

BNCL1 : Basonuclin 1

BMP15 : Bone Morphogenetic Protein 15

BMPR1B : Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 1B

BPES : blépharophimosis-ptosis-épicanthus inversus

BRCA2 (FANCD1) : Breast Cancer Type 2 Susceptibility Protein (Fanconi Anemia
Group D1).

CLPP : Caseinolytic Mitochondrial Matrix Peptidase Proteolytic Subunit
CMMR-D : Constitutional Mismatch Repair. Deficiency.
CENPE : Centromere Protein E

DS : déviation standard
DSB : Double-Strand breaks

ERAL1 : Era Like 12S Mitochondrial RRNA Chaperone 1
EBYV : Ebstein-barr virus

EPCAM: Epithelial Cell Adhesion Molecule

ERCCS6 : Excision Repair Cross-Complementation Group 6

FANCB : Fanconi Anemia Group B

FANCM : Fanconi Anemia Group M

FANCU (XRCC2) : Fanconi Anemia Group R
FIGLA : Factor In The Germline Alpha

FIV: Fécondation in vitro

FMRL1 : Fragile X mental retardation

FOXL2 : Forkhead Box L2

FOXO3 : Forkhead Box O3

FP : Follicule primordial

FSH : Follicule Stimulating Hormone



FSHR : Follicle Stimulating Hormone Receptor
FXTAS :Fragile X Tremor Ataxia Syndrome

GALT : Galactose-1-Phosphate Uridylyltransferase
GDF9 : Growth Differentiation Factor 9

GFP : Green Fluorescent Protein

GGPSL1 : Geranylgeranyl Diphosphate Synthase 1
GH : Growth hormone

GnRH : Gonadotropin-Releasing Hormone

GWAS : Génome Wide Association Study

HARS?2 : Histidyl-TRNA Synthetase 2, Mitochondrial
HELQ : Helicase, POLQ Like

HR : Hazard ratio

HROB : Homologous Recombination Factor With OB-Fold
HSD17B4 : Hydroxysteroid 17-Beta Dehydrogenase 4
HTAP : Hypertension Artérielle pulmonaire

ICSI : Intracytoplasmic sperm injection
IMC : Indice de masse corporelle

IOP : Insuffisance ovarienne primitive
IVA : In Vitro follicular Activation

LARS2 : Leucyl-TRNA Synthetase 2, Mitochondrial
LH : Luteizing Hormone
LHX8 : LIM Homeobox 8

MCM : Mini chromosome Maintenance
MLH1: MutL Homolog 1

MMC : mitomycine

MMR : Mismatch Repair

MSH2: MutS Homolog 2

MSH4 : MutS Homolog 4

MSHS5 : MutS Homolog 5

MSH6: MutS Homolog 6

NER : Nucleotide Excision Repair
NGS : Next Generation Sequencing
NHEJ : Non-Homologous End-Joining



NIPBL : Nipped-B-Like Protein

NMD : Nom-Mediated mRNA Decay

NOBOX : Newborn Ovary Homeobox-Encoding Gene
NR5AL1 : Nuclear Receptor Subfamily 5 Group A Member 1

OR : Odds ratio

PCCA : Propionyl-CoA Carboxylase Subunit Alpha

PCCB : Propionyl-CoA Carboxylase Subunit Beta

PI3K/AKT : phosphatidylinositol 3-kinase (P13K)/protein kinase B (AKT)
PMM2 : Phosphomannomutase 2

PMS2: Postmeiotic Segregation Increased 2

POF1/2 : Premature Ovarian Failure 1/2

PRORP: Protein Only RNase P Catalytic Subunit

PSMC3IP : Proteasome 26S ATPase Subunit 3-Interacting Protein
PTEN : Phosphatase And Tensin Homolog

RAD21L : RAD21 Cohesin Complex Component Like 1

RAD51 (FANCR) : RAD51 Recombinase (Fanconi Anemia Group R)

RCBTBL1 : Regulator Of Chromosome Condensation And BTB Domain Containing
Protein 1

RCIU : Retard de croissance intra utérin

RECS8 : Recombination And Sister Chromatid Cohesion Protein Homolog

RMND1 : Required For Meiotic Nuclear Division 1 Homolog

RMI1/2 : RecQ Mediated Genome Instability 1 / 2

RR : Relative risk ou Risque relatif

RSPOL1 : R-Spondin 1

SMAD4 : Mothers against decapentaplegic homologue 4

SMC1a : Structural Maintenance Of Chromosomes 1A

SMC1 : Structural Maintenance Of Chromosomes 1B

SMC3 : Structural Maintenance Of Chromosomes 3

SOHLH1et 2 : Spermatogenesis And Oogenesis Specific Basic Helix-Loop-Helix 1/2
SOX9 : SRY-Box Transcription Factor 9

SPIDR : Scaffold Protein Involved In DNA Repair

STAG3 : Stromal Antigen 3

STK11 : Serine/Threonine Kinase 11

SWI5 : SWitch5 Homologous Recombination Repair Protein

TGFB : The transforming growth factor beta



TOPS3A : DNA Topoisomerase Il Alpha
TSC1 /2 : Tuberous Sclerosis Protein 1/2
TWNK: Twinkle MtDNA Helicase

WNT4 : Wnt Family Member 4
WTL1 : Wilms Tumor 1
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2 INTRODUCTION

L’infertilité se définit par l'incapacité pour un couple d’obtenir une grossesse
cliniue apres 12 mois de rapports sexuels non protégés (Zegers-Hochschild et al.,
2009, 2017). Elle peut concerner un couple sur 7 voire un couple sur quatre. On estime
que linfertilité touche entre 8 a 15 % des couples en age de procréer dans le monde
mais peut atteindre jusqu'a 30% dans certaines ethnies notamment en Afrique
subsaharienne et au moyen orient (Mascarenhas et al., 2012; Ray et al., 2012; Vander
Borght and Wyns, 2018). L'infertilité peut étre d’origine masculine, féminine ou mixte
(Vander Borght and Wyns, 2018). En France, plus de 3 millions de personne sont
touchés par ce probléme d’infertilité (Pr Samir Hamamabh, Plan fertilité 2022). Il s’agit
donc d’'un enjeu de santé publique. L’infertilité est dans pres de 60 % des cas d’origine,
au moins en partie, féminine et 30% d’origine masculine. Plusieurs étiologies féminines
sont impliguées avec notamment I'endométriose et le syndrome des ovaires

polykystiques puis l'insuffisance ovarienne primitive ou I0OP.

L’IOP correspond a un arrét prématuré de la fonction ovarienne et se définit par
l'occurrence d’'une aménorrhée ou d’une spanioménorrhée de plus de 4 mois
survenant avant 'age de 40 ans et associé a un taux plasmatique de FSH supérieur a
25UI/L (Rossetti et al., 2017; Huhtaniemi et al., 2018a). Elle entraine le plus souvent
une infertilité permanente et des complications séveres : ostéoporose, maladies
cardiovasculaires et méme maladies neurologiques dégénératives mais également
une diminution de la longévité. Malgré un bilan étiologique exhaustif, I'étiologie reste

inconnue dans 70-80% des cas (Rossetti et al., 2017; Huhtaniemi et al., 2018a).
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Dans ce travail de thése, nous discutons l'apport de la génétique par
séquencage nouvelle génération (NGS) dans le diagnostic étiologique et la prise en
charge des patientes atteintes d’'IOP et le lien entre infertilité et cancer. Nous

démontrons que I'étude génétique aboutit a une médecine personnalisée.
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2.1 OVAIRE ET RESERVE OVARIENNE

L’ovaire, I'organe reproductif féminin est constitué de deux parties ; une zone
meédullaire centrale composée de tissu conjonctif vascularisé et énervé et un cortex en
périphérie qui est le siege de la folliculogénése. Il a une fonction exocrine qui consiste
a produire des ovocytes qui seront ovulés et aptes a étre fécondés et une fonction
endocrine de production d’hormones stéroides essentielles a la fonction ovarienne et
au développement des caractéres sexuels secondaires. Il est sous le contrble
hypothalamo-hypophysaire par I'action de deux hormones FSH et LH sécrétées sous
I'action des pulses de la GnRH hypothalamique. Un feedback négatif est assuré par la
sécrétion hormonale de I'ovaire (estradiol et progestérone) pour réguler les secrétions

de I'hypothalamus (GnRH) et de I'hypophyse (FSH et LH).

Dans I'espece humaine, I'ovaire et le testicule sont issues de la différentiation
de la gonade bipotentielle a la surface du mésonéphros tres tét dans 'embryogénése
(3%m semaine de grossesse) (Figure 1). Cette différentiation est finement régulée et
est sous le contréle de plusieurs facteurs de transcription notamment SF1(NR5A1),
WT1, SOX9, FOXL2, RSPO1 et WNT4 (Figure 1). La gonade bipotentielle est ensuite
colonisée par des cellules germinales primordiales, précurseurs des spermatozoides
et des ovocytes, qui proviennent de la base de l'allantoide, dés la 4™¢ semaine de
développement chez le feetus humain. Aprés cette migration, les cellules germinales
primordiales, devenues alors des ovogonies chez le foetus femelle, se multiplient par
mitose pour atteindre un maximum de 6 a 7.000.000 dans I'espéce humaine au 7¢m¢
mois de la vie intrautérine et qui ne cesseront ensuite de diminuer tout au long de la

vie intra-utérine jusqu’a la ménopause (Huhtaniemi et al., 2018a). Aux alentours de 12
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semaines de grossesse, les ovogonies vont entrer en méiose, et deviennent des
ovocytes qui progressent a travers les premiers stades de la prophase de la premiere
division méiotique : leptotene, zygoténe, pachyténe jusqu’au stade diploténe dans
lequel ils vont rester bloqués jusqu’a la puberté. Ces follicules de la réserve, appelés
follicules primordiaux (FP), sont constitués d’'un ovocyte bloqué en prophase de
premiere division de méiose, entouré de gquelques cellules somatiques allongées,
appelées cellules de la granulosa (Hummitzsch et al., 2013). C’est ce qui définit la

réserve ovarienne qui ne cesse de décroitre tout au long de la vie d’'une femme.

Mésonéphros

Cellules germinales

Gonade
bipotentielle

B catenine

XX

Figure 1 : Représentation schématique de la différentiation des gonades (Sonigo, 2018)
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2.2 LA FOLLICULOGENESE
La folliculogénese correspond a une succession de phase de division et de
différentiation cellulaire permettant a une partie des FP de se différentier jusqu’au

stade antral puis I'ovulation (Figure 2).

@ P
§~%—-0

ovogonies Follicules Follicule Follicule Follicule Follicule
primordiaux Primaire secondaire préantral antral

Figure 2 : Représentation schématique de la folliculogéneése (adaptée de Elzaiat et al., 2017)

Une communication étroite entre lI'ovocyte et les cellules somatiques qui
I'entourent est primordiale pour le bon déroulement de la folliculogénése (Zhang et al.,
2018b). En effet, la majorité des FP resteront a I'état quiescent sous l'effet de divers
facteurs de signalisation et/ou de transcription exprimés par les ovocytes comme
Foxo3 ou Lhx8 qui sont les effecteurs de la voie de signalisation PI3K/Akt (Huhtaniemi
et al., 2018a). La suppression ciblée des facteurs stimulant cette voie dans I'ovocyte
bloque I'activation folliculaire et induit I'apoptose du FP, tandis que la perte des facteurs
inhibiteurs (Pten, Tscl, Tsc2, Stkll) entraine une activation globale de FP
responsable d’'un épuisement du stock folliculaire et d’'une infertilité (Reddy et al.,

2010; Huhtaniemi et al., 2018a).

Le recrutement de FP pour débuter la folliculogénese est initié chez la femme a
17 semaines de gestation sous l'effet d’autres facteurs ovocytaires comme NOBOX,

16



SOHLH1et 2 (Huhtaniemi et al., 2018a). Il existe donc une balance entre des facteurs
qui activent I'activation folliculaire et d’autres qui 'inhibent et donc maintenir ainsi les
FP a I'état quiescent. Par la suite, la folliculogénése peut étre divisée en deux phases
successives, une folliculogénése basale indépendante des gonadotrophines
hypophysaire (FSH et LH) puis la folliculogénése terminale qui conduit a I'ovulation
sous l'effet des gonadotrophines (Figure 2). La croissance folliculaire précoce ou
basale jusqu'au stade préantral est indépendante des gonadotrophines et repose sur
des facteurs intraovariens. Cela nécessite un dialogue coordonné entre I'ovocyte et
les cellules de la granulosa, dans lequel les voies SMAD et PI3K/Akt sont importantes
(Persani et al., 2014; Huhtaniemi et al., 2018a). De méme, linhibition de la voie
PI13K/Akt conduit au blocage de la croissance folliculaire au stade du follicule primaire.
Ceci révele que la voie de signalisation PI3K/Akt joue non seulement un réle dans
l'activation du FP, mais également dans la survie et le développement des follicules

au-dela du stade primaire (Chen et al., 2015).

La progression vers les stades finaux du développement folliculaire dépend des
gonadotrophines FSH et de LH. La suppression de FSHR, le récepteur de FSH dans
des modeles murins entraine une augmentation du taux d'atrésie, avec des follicules
qui ne parviennent pas a passer au stade antral (Abel et al., 2000; Huhtaniemi et al.,
2018a). Par ailleurs, l'action de la LH est indispensable a l'ovulation, a la reprise
méiotique des ovocytes et a I'expansion du cumulus (Huhtaniemi et al., 2018a). La
perte d'action de la LH entraine donc également l'infertilité car le développement des
follicules est blogué au stade antral (Huhtaniemi et al., 2018a). En I'absence d'action

des stéroides sexuels, les stades finaux du développement folliculaire présentent des

17



anomalies conduisant a l'arrét folliculaire, comme illustré dans les modeles de souris

dépourvus de fonction androgéne ou cestrogene (Huhtaniemi et al., 2018a).

Ce processus de folliculogénése continue tout au long de la vie extra-utérine
jusqu’a I'épuisement du stock folliculaire au moment de la ménopause. En effet, alors
qu’elle est de 6 a 7 millions au 7¢™e mois de grossesse, il ne restera que ~ 1 a 2 millions
de follicules a la naissance puis ~ 400 000 a la puberté (Figure 3) (Baker, 1963;
Huhtaniemi et al., 2018a) (Voir la revue générale de I'annexe page 269). Une femme
ovule en moyenne 400 fois mais la majorité des follicules évoluent vers I'atrésie

(Huhtaniemi et al., 2018a).

Fa BIRTH MENARCHE MENOPAUSE
7,000,000

1,000,000

400,000
TOTAL OOCYTES

Meiotic Folhcle Follicle Foihcle

Germ cell
proliferation

00 & ©
(f©©© g® '
©©© @

o ®
ATTRITION

Figure 3: Folliculogénése et évolution de la réserve ovarienne de la vie anténatale jusqu’a la

meénopause (adaptée de (Ruth et al., 2021))

18



2.3 DEFINITION DE L’IOP

L'IOP, ou hypogonadisme hypergonadotrope, correspond a I'arrét des fonctions
ovariennes et se manifeste cliniquement par une aménorrhée ou une
spaniomeénorrhée de plus de 4 mois associée a des taux plasmatiques élevés de FSH
= 25UI/I signant I'origine périphérique ou primitive de cette affection (donc ovarienne)
et survenant avant 40 ans (Huhtaniemi et al., 2018a; Lagergren et al., 2018; Golezar
et al., 2019). L'age limite de 40 ans est utilisé car il représente deux écarts-types en
dessous de I'dge moyen de ménopause naturelle (dge moyen de 50 ans allant de 40
a 60 ans). Plusieurs nomenclatures ont été proposées pour décrire ce syndrome ;
Insuffisance ovarienne « primaire » pour indiquer que le défaut est « primaire" au
niveau de l'ovaire. D’autres auteurs préférent utiliser le terme « prématurée » et «
l'insuffisance », plutdt que I'échec « Failure », car I'lOP peut étre associée a une
reprise intermittente de l'activité ovarienne chez 15 a 25 % des femmes (Bachelot et
al., 2009; De Vos et al., 2010). L’ensemble de ces facteurs entrainent souvent un

retard dans le diagnostic et le traitement des IOP.

2.4 PHYSIOPATHOLOGIE DE L'|IOP
Trois grands mécanismes peuvent étre identifiés: Il peut s'agir d'une anomalie
de I'établissement du capital folliculaire avant la naissance, d'une altération de la

croissance folliculaire a partir de la puberté, ou d’'une augmentation de l'atrésie

folliculaire (Rossetti et al., 2017; Huhtaniemi et al., 2018a).
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2.5 EPIDEMIOLOGIE DE L’IOP

La prévalence de ce syndrome est de I'ordre de 1 a 3.7% et varie en fonction
de l'age de diagnostic et de I'ethnie mais probablement également dans le temps
(Lagergren et al., 2018; Golezar et al., 2019). L'origine ethnique a une influence sur la
prévalence de I'lOP. Dans une étude incluant 11,206 femmes, la prévalence globale
de I'lOP était de 1.1 % mais varie en fonction de l'origine ethnique de 0.1 % dans la
population japonaise, 0.5% chez les femmes d’origine chinoise et jusqu’a 1.4% chez
les femmes afro-américaines ou d’origine hispanique (Luborsky et al., 2003). Cette
prévalence est également variable en fonction de I'age du diagnostic. On I'estime de
1 a 1.9/100 avant 40 ans, 1/1000 avant 30 ans et 1/10.000 avant 20 ans (Maclaran
and Panay, 2015; Rossetti et al., 2017; Huhtaniemi et al., 2018a; Lagergren et al.,
2018; Panay et al., 2020). A partir des données d’'une cohorte suédoise de 1,036,918
femmes nées de 1973 a 1993, la prévalence de I'lOP était de 1.9%, 1C95% [1.7-
2.1](Lagergren et al., 2018). Une étude incluant 51 450 femmes ménopausées suivies
dans neuf pays (Royaume-Uni, Pays Scandinaves, Australie et Japon) a estimé la
prévalence de I'lOP a 2% (Mishra et al., 2017). Enfin, une méta-analyse récente
incluant 31 études chez un total de 157,731 femmes ménopausées a estimé la

prévalence de I'lOP a 3.7% (Golezar et al., 2019).

2.6 COMPLICATIONS ASSOCIEES A L’IOP

L’'IOP est responsable d’une morbidité importante attribuée notamment a la
carence en stéroides incluant ostéoporose, maladies cardiovasculaires, déclin cognitif
et maladie neurologique comme la maladie de Parkinson et la démence sénile

(Huhtaniemi et al., 2018a). Elle est également considérée comme un facteur de risque
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a part entiere pour les maladies cardiovasculaires (Stevenson et al., 2021; Nappi et
al., 2022). De plus, plusieurs études épidémiologiques ont montré un lien direct entre

infertilité, IOP et la diminution de I'espérance de vie (cf. plus bas).

2.6.1 Maladies cardiovasculaires

Il est désormais bien établi que les femmes atteintes d'IOP ont un risque accru
de maladies cardio-vasculaires avec un surrisque estimé a 50 a 60 % (Stevenson et
al., 2021).Une étude récente incluant 11.258 femmes Australiennes agées de 45-50
ans au moment de l'inclusion et suivies pendant 20 ans (1996-2016) a démontré que
les femmes atteintes d’lOP (2.3% de la cohorte) avaient trois fois plus de risque de
développer des comorbidités et des maladies chroniques (diabéte, hypertension,
maladie cardiaque, accident vasculaire cérébral, arthrite, ostéoporose, asthme,
Bronchopneumopathie chronique obstructive-BPCO, dépression, anxiété et cancer du
sein) vers la soixantaine comparée aux femmes ménopausées a I'dge de 50-51 ans
(RR 3.03, IC95% 1.62 -5.64) (Panay et al., 2020; Xu et al., 2020). Une métanalyse
incluant 190,588 femmes suivies pendant 4 a 37 ans, a demontré que les femmes
avec IOP ont un risque élevé de mortalité cardiovasculaire globale (RR 1,61, IC a 95 %
1,22-2,12, p = 0,0007) et en particulier par cardiopathie ischémique (RR 1,69, IC a
95 % 1,29-2,21, p = 0,0001) (Roeters van Lennep et al., 2016). Une deuxieme méta-
analyse incluant 301,438 femmes de cing pays (Australie, Pays Scandinaves, Etats-
Unis, Japon et Royaume-Uni) a démontré que I'lOP est associée a un risque accru de
maladie cardiovasculaire (HR 1,55, IC a 95 % 1,38-1,73, p<0-0001)(Zhu et al., 2019).
Cette méme étude a démontré qu’il existe également un risque élevé d’accident

vasculaire cérébraux (HR 1,72, IC & 95 % 1,43-2,07, p<0-0001) (Zhu et al., 2019).
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Tres récemment, une autre étude incluant plus d’'un million de femmes coréennes dont
28111 avec IOP et suivies pendant une durée moyenne de 9 ans, a révélé un lien
entre 'age de la ménopause et le risque de survenue d’une insuffisance cardiaque ou
d’une fibrillation auriculaire (Shin et al., 2022). En effet, les femmes ménopausées
avant 40 ans avaient un HR supérieur de 33 % (1,33, IC a 95 % : 1,26-1,40) de
développer une insuffisance cardiaque et un HR supérieur de 9 % (1,09, IC a 95 % :
1,02-1,16) de développer une fibrillation auriculaire par rapport a celles ménopausées
aprés 50 ans (Shin et al., 2022).

Enfin les femmes atteintes d'lOP ont un risque accru de thrombose veineuse
profonde par rapport aux femmes ménopausées apres 40 ans (HR 1,8, ICa 95 % 1,2

a 2,7)(Canonico et al., 2014; Stevenson et al., 2021).

2.6.2 Diabete et syndrome métabolique

La carence oestrogénique peut altérer la répartition des graisses corporelles, la
sensibilité a l'insuline et I'équilibre glycémique (Nappi et al., 2022). Plusieurs études
cas-témoins ont montré que les femmes atteintes d'lOP avaient un tour de taille et un
rapport taille-hanche élevés par rapport aux femmes ménopausées apres 50 ans
(Stevenson et al., 2021). Une étude incluant 98 patientes avec IOP a montré des
niveaux de glycémie élevés chez les patientes avec IOP comparé au contrdle et ce
malgré un IMC normal et une sensibilit¢é a l'insuline plus faible que les témoins
(Gunning et al., 2019; Stevenson et al., 2021). De plus, deux études indépendantes
ont démontré que la prévalence du syndrome métabolique était 4 fois plus élevée chez
les patientes avec IOP comparé aux témoins, 16% vs 3% and 14.3% vs 3.4% (Ates et

al., 2014; Gunning et al., 2020). Enfin, une méta-analyse récente incluant 191,762
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femmes, les femmes atteintes d’lOP avaient un risque 53% plus élevé de développer
un diabéte par rapport aux femmes ménopausées apres 45 ans :OR: 1.53, 95% CI.
1.03-2.27, p = 0.035 (Anagnostis et al., 2019a).

2.6.3 Dyslipidémie

La carence oestrogénique est également associée a des altérations du profil
lipidique, avec une augmentation des triglycérides, du LDL cholestérol et une baisse
du HDL cholestérol (Stevenson et al., 2021). Dans une étude incluant 144,260 femmes
ménopausées au Royaume-Uni, I'lOP était associée a un risque €élevé de dyslipidémie
par rapport aux femmes ménopausées apres 50 ans (HR= 2,36, IC 95% [1,16-1,61] ;
p <0,001)(Honigberg et al., 2019). Dans une étude cas-témoins incluant 98 femmes
danoises présentant une IOP, les auteurs rapportent une augmentation significative
du cholestérol total et du LDL- cholestérol mais sans différence significative pour les

triglycérides (Gunning et al., 2019).

2.6.4 Ostéoporose

L’'IOP est associée a une diminution de la densité osseuse, une ostéoporose et
d’une élévation du risque de fracture (Lambrinoudaki et al., 2021). Une méta-analyse
incluant 462.393 femmes a montré que les femmes ménopausées avant 45 ans
avaient un risque plus élevé de fracture de 36 % par rapport aux femmes
ménopausées apres 45 ans (OR 1.36, 1C95% : 1.11-1.66, p < 0.002)(Anagnostis et
al., 2019b). Un étude récente incluant 1,272,115 femmes coréennes a retrouve des
résultats similaires sur le risque de fracture en fonction de I'age de la ménopause (Yoo

et al., 2021).
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2.6.5 Déclin cognitif, risque de démence et dépression

Les études sur I'association entre le déclin cognitif et 'lOP sont limitées. Cette
association est déduite des extrapolations de données issues de la ménopause de
cause chirurgicale (Lambrinoudaki et al., 2021). En effet, les femmes ayant subi une
ovariectomie bilatérale avant 45 ans ont un risque élevé de développer une démence
et un déclin cognitif ; HR: 1.70, 95%CI: 1.07-2.69 (Georgakis et al., 2019). En
revanche, les femmes atteintes d’'lOP ont un risque accru de syndrome dépressif y

compris des formes séveres (Lambrinoudaki et al., 2021).

2.6.6 Lien entre IOP, Infertilité, Ménopause et espérance de vie

La ménopause est un phénomene physiologique qui signe l'arrét de la fonction
reproductive chez la femme et résulte de I'épuisement du capital folliculaire, qui est
constitué des la vie anténatale une fois pour toute. De plus, ce stock folliculaire subit
une dégénérescence physiologique rapide qui continue tout au long de la vie de la
femme jusqu’a la ménopause. La ménopause survient quand le nombre de follicules
est inférieur a 1000 follicules (Huhtaniemi et al., 2018a). L'age moyen de survenue de
la ménopause naturelle chez des femmes d'origine européenne est de 51 ans, mais
peut aller de 40 a 60 ans (te Velde and Pearson, 2002; Mishra et al., 2017; InterLACE
Study Team, 2019). On distingue souvent une ménopause dite précoce quand l'arrét
des cycles survient avant 45 ans et cela concerne 5% des femmes dans la population
générale (te Velde and Pearson, 2002). L’arrét des regles avant 40 ans dont I'origine
est ovarienne correspond a I'lOP dans environ 1 a 3.7% des cas (cf. plus haut). Des
facteurs environnementaux influencent 'age de la ménopause notamment le tabac,

mais un déterminisme génétique explique une grande partie la variance de I'age de la
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meénopause. Une mére ayant un age précoce de ménopause multiplie par 6 le risque
de ménopause précoce ou d’lOP chez ses filles (Huhtaniemi et al., 2018a). Une étude
récente cas-témoins a estimé que les apparentées de premier degré ont jusqu’a 18
fois plus de risque de développer une IOP, RR=18,52, IC a 95 % 10,12-31,07) alors
gue les apparentées au deuxieme degré ont un risque multiplié par 4 (RR, 4,21 ; IC,
1,15-10,79)(Verrilli et al., 2022). L'étude de jumelles monozygotes a montré que I'age
de la ménopause est héréditaire avec un taux de concordance allant de 44 a 85% (te
Velde and Pearson, 2002) et que les facteurs environnementaux jouent un réle minime
(Snieder et al., 1998; Do et acl., 2000; Gosden et al., 2007).

Des études épidémiologiques ont révélé une association entre 'age de la
ménopause et la mortalité toutes causes confondues (Laven et al., 2016; Senapati,
2018; McGrath et al., 2021). L’étude d’une cohorte prospective de 68,000 femmes
ameéricaines non fumeuses avec une ménopause physiologique et sans traitement

hormonal substitutif, a montré que le taux de mortalité toutes causes confondues était

plus élevé chez les femmes avec
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SUppIementalre de la menopause Figure 4 : Espérance de vie selon I’ age de la ménopause

(adapté de Ossewaarde et al., 2005)

(Ossewaarde et al, 2005).
L'espérance de vie des femmes ménopausées apres 55 ans était de 2 ans de plus que
celle des femmes présentant une IOP (Figure 4) (Ossewaarde et al., 2005). Une autre

étude chez plus de 5000 femmes américaines d’origine Caucasienne a montré une
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association négative entre I'age de la ménopause naturelle et la mortalité toutes
causes confondues (Snowdon et al., 1989).

On peut spéculer que la carence oestrogénique qui caractérise l'arrét de la
fonction ovarienne est a lorigine de cette surmortalité. En effet, la baisse de
'estrogéne peut étre a l'origine de comorbidités multiples incluant ostéoporose,
maladies cardiovasculaires, diabete, dérégulation du métabolisme des lipides (cf. plus
haut) (De Vos et al., 2010; Huhtaniemi et al., 2018a). Mais les nouvelles études
épidémiologiques révelent que l'infertilité est un indicateur prédictif indépendant de
morbidité et de mortalité. En effet, au moins 3 grandes études épidémiologiques
récentes a partir de larges cohortes de femmes infertiles Nord-Américaines avec des
origines ethniques différentes (Hispanique, Afro-américaine, Caucasienne, Asiatique)
ont révélé que les femmes infertiles ont un risque plus élevé de mortalité toutes causes
confondues mais également de mortalité liee a un cancer par rapport aux femmes
fertiles (Stentz et al., 2020; Murugappan et al., 2021; Wang et al., 2022). Une étude
publiée en 2020 a partir d’'une cohorte de 75,784 femmes agées de 55 a 74 ans et
suivies pendant un minimum de 10 ans a révélé que les femmes ayant une histoire
d’infertilité (ménopause avant 40 ans, endométriose, anomalie tubaire...) ont un
surrisque de déces de 26% par rapport aux femmes fertiles ; RR 1.26 1C95% [1.12-
1.42], p<0.001(Stentz et al., 2020). Ce surrisque de mortalité n’est pas associé aux
maladies cardiovasculaires ni aux complications de diabéete. En revanche, en cas
d’infertilité, le risque de décés par cancer dans cette population était augmenté de 23%,
RR1.23 1C95% [1.10-1.37], p<0.001 en particulier le déces par cancer de I'ovaire ; RR
2.64 1C95% [1.71-4.08], p<0.001. Cette étude révele donc que l'infertilité est un facteur

indépendant de risque pour le cancer du sein et peut donc avoir un effet direct sur la
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morbidité et la mortalité (Stentz et al., 2020). Une deuxiéme étude comparative,
réalisée a partir d'une cohorte indépendante de 72,786 femmes avec infertilité suivies
pendant 5 ans et 3.845.790 femmes sans infertilité, confirme l'association entre
linfertilité et la mortalité toutes causes confondues, RR 1.32 I1C95% [1.18-1.32]
(Murugappan et al., 2021). Les femmes infertiles ayant pu avoir une grossesse ont
également le méme risque que celles n'ayant pas eu de grossesse : RR1.75, 1C95%
[1.14-2.70] contre 1.30 1C95% [1.16-1.46] (Murugappan et al., 2021) respectivement.
Ceci infirme les données antérieures sur la diminution de mortalité chez les femmes
infertiles ayant pu avoir un enfant (Vassard et al., 2018). De plus, recevoir un traitement
de son infertilité¢ (FIV...) n'augmente pas le risque de décés dans la population de
femmes infertiles (Murugappan et al., 2021). L’analyse par stratification en sous-groupe
en fonction de l'age (<35 ans, >35 ans), de comorbidités, de l'origine ethnique,
présence ou absence de grossesse, ne modifie pas cette association entre infertilité et
mortalité toute cause confondue (Murugappan et al.,, 2021). Par exemple, cette
association entre l'infertilité et la mortalité est présente chez les femmes infertiles sans
comorbidités (Murugappan et al., 2021). Ces résultats suggerent que le risque accru
de mortalité chez les femmes infertiles n'est pas uniguement attribué a I'age ni aux
comorbidités associées (Murugappan et al., 2021). Une troisieme étude
épidémiologique incluant 101.777 femmes infertiles agées de 25 a 42 ans, suivies
pendant 28 ans, a confirmé également I'association entre l'infertilité et la mortalité
précoce définie par un déces avant 70 ans, RR 1.26 1C95% [1.15-1.38] (Wang et al.,
2022). Cette mortalité précoce a été surtout associée a un déces par cancer RR 1.22
1C95% [1.08-1.39] et était plus élevée quand l'infertilité survenait avant 26 ans ; RR1.35

IC95% [1.19-1.52].
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Ce lien, longtemps incompris, peut étre expliqué par la génétique et la
génomique qui ont mis en évidence le role majeur des génes de méiose/réparation
d’ADN, non seulement dans la longévité, mais aussi dans I'dge de la ménopause
physiologique. En effet, plusieurs études d'association a I'échelle du génome (Génome
Wide Association Study -GWAS) ont mis en évidence des centaines de
polymorphismes pouvant influencer 'dge de la ménopause (He et al., 2009; Stolk et
al., 2009, 2012; Day et al., 2015; Ruth and Murray, 2016; Gajbhiye et al., 2018;
McGrath et al., 2021). Une des premiéres études a inclus 69,360 femmes et a identifié
44 loci génomiques associés a I'age de la ménopause naturelle, dont 29 contiennent
des génes de réparation des dommages de 'ADN (McGrath et al., 2021). Un modele
reliant I'dge de la reproduction, la ménopause et la longévité a été proposé (Innan et
al., 2021). Une étude de GWAS récente incluant plus de 200.000 femmes a confirmé
les données de l'étude précédente et a identifié au total 290 polymorphismes
génétiques dont 74 situés a proximité ou au niveau des génes de réparation de 'ADN
pouvant influencer 'age de la ménopause naturelle. L’effet de ces polymorphismes sur
I'age de la ménopause physiologique était de quelques semaines a plus d’'un an (Ruth
et al., 2021). Ceci confirme ainsi le rble majeur de cette voie moléculaire de réparation
de 'ADN dans le déterminisme génétique de I'dge de la ménopause naturelle (Ruth et
al., 2021). Les dommages de I'ADN s'accumulent dans les follicules en raison de
modifications du métabolisme cellulaire et de stress oxydatifs endogénes ou exogenes
gui augmentent avec le vieillissement ovarien, mais également avec le vieillissement
général de I'organisme (McGrath et al., 2021). L'incapacité de réparer les dommages
de I'ADN dans les cellules germinales et somatiques pourrait étre un facteur

prédisposant, expliquant un lien entre le vieillissement reproductif et le vieillissement
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global, donc la longévité (McGrath et al., 2021).

2.7 ETIOLOGIES

2.7.1 Etiologies auto-immunes

Il est estimé que 5-30% des IOPs seraient d’origine auto-immune (Silva et al.,
2014). L'incidence des maladies auto-immunes dans I'lOP est plus élevée que dans la
population générale (Lambrinoudaki et al., 2021). Jusqu'a 20 % des femmes atteintes
d'lOP présentent des signes d'auto-immunité surrénalienne avec des signes
histologiques d'ovarite auto-immune, et 10 & 20 % des patientes atteintes de la
maladie d'Addison ont une IOP (Kirshenbaum and Orvieto, 2019). Les anticorps anti
21-hydroxylase sont présents chez environ 4 % des femmes atteintes d'lOP. De plus,
I'lOP peut précéder I'apparition d’une insuffisance surrénalienne sévere (Silva et al.,
2014). La coexistence de signe d’auto-immunité comme la thyroidite de Hashimoto,
un diabete de type 1, la polyarthrite rhumatoide est fréquente (Lambrinoudaki et al.,
2021). Mais cela ne suffit pas pour confirmer I'origine auto-immune de I'lOP. Un bilan
étiologique de ces patientes avec des stigmates d’auto-immunité doit étre poursuivi.
Le dosage des anticorps anti-ovariens n’est pas recommandé car non spécifique

(Kirshenbaum and Orvieto, 2019; Lambrinoudaki et al., 2021).

2.7.2 Etiologies infectieuses

L’origine infectieuse des IOP est rare (Lambrinoudaki et al., 2021). Elle peut
étre secondaire a certaines infections tel que les oreillons et la tuberculose
(Lambrinoudaki et al., 2021). Un lien entre l'infection par le VIH et 'lOP a été suggéré
soit en raison des médicaments antiviraux, soit du virus lui-méme (Tariq et al., 2016).

En effet, les femmes atteintes par le VIH ont leur ménopause a un age plus précoce
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(Tarig et al., 2016). Cependant , il n’existe pas a ce jour suffisamment de preuve pour
recommander la sérologie VIH dans le bilan étiologique de I'lOP (Lambrinoudaki et al.,

2021).

2.7.3 Etiologies toxiques

Divers facteurs environnementaux notamment des polluants tels que les
phtalates, le bisphénol A et les hydrocarbures aromatiques polycycliques qu’on
retrouve dans la fumée de cigarette sont impliqués dans environ 10 % des IOP (Vabre
et al.,, 2017; Huhtaniemi et al., 2018a). L'association entre le tabac et I'age de la
meénopause a été établi. En effet, les femmes qui fument ont un risque plus élevé de
développer une ménopause plus précocement que les non-fumeuses (Yang et al.,
2015). Les polluants peuvent affecter gravement la croissance et la viabilité des
follicules et donc de la réserve ovarienne (Huhtaniemi et al., 2018a) ou étre a I'origine
de modification épigénétique de la lignée germinale (Nilsson et al., 2012; Huhtaniemi
et al., 2018a). Cela renforce le conseil d'éviter de fumer, en particulier chez les femmes
cherchant a optimiser leur fertilité. Des mesures de santé au travail appropriées
devraient également étre mises en place pour éviter l'exposition aux polluants
environnementaux tels que les phtalates et le bisphénol-A (Lambrinoudaki et al.,

2021).

2.7.4 Etiologies iatrogénes

La proportion d’lIOP iatrogéne a la suite d'une chimiothérapie, d'une
radiothérapie, ou d’'une chirurgie ovarienne augmente a mesure que les taux de survie
des enfants et des jeunes femmes adultes atteintes de cancer continuent de

s'améliorer (Lambrinoudaki et al., 2021; Siegel et al., 2022). La gonadotoxicité de la
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chimiothérapie est différente en fonction des molécules utilisées (Donnez et al., 2006;
De Vos et al.,, 2010). Les femmes qui ont recu des anthracyclines et des agents
alkylants ont un risque trés élevé d’'lOP (Spears et al., 2019). La génotoxicité de ces
chimiothérapies peut étre liée a une altération directe de 'ADN des ovocytes entrainant
une atrésie folliculaire (Winship et al., 2018) mais également, et d’'une fagon contre-
intuitive, d’'une entrée en croissance massive des follicules primordiaux provoquant
ainsi une déplétion accélérée de la réserve ovarienne (Kalich-Philosoph et al., 2013).
Par ailleurs, la chimiothérapie peut étre a l'origine d’une toxicité vasculaire (Ben-
Aharon et al.,, 2012). Des consultations d’oncofertilité sont proposées aux jeunes
femmes chez qui un diagnostic de cancer a été fait pour leur donner des conseils
adéquats sur la fertilité ainsi que sur la santé a court et a long terme liée a la carence

en cestrogénes (Sonigo et al., 2019; Lambrinoudaki et al., 2021)

2.7.5 Etiologies chromosomiques

Le syndrome de Turner est une affection génétique affectant 1/2500 nouveau-
nés de sexe féminin (Sybert and McCauley, 2004). Il associe une petite taille et une
insuffisance ovarienne et de maniére inconstante d’autres malformations congénitales
notamment cardiagque et rénale ou des comorbidités (rénales, osseuses, ORL,
endocriniennes, auto-immunes, stomatologiques, psychologiques). Le niveau
intellectuel est dans la moyenne chez ces patientes hormis en cas de présence d’un
chromosome X en anneau et des difficultés d’apprentissage décrites chez quelques
patientes (Hook and Warburton, 2014; Rossetti et al., 2017). Il est lié & une absence
totale ou partielle d’'un chromosome X (45, X) dans environ 40-50 %, des mosaiques

(45,X/46,XX) et plus rarement par des anomalies de

31



structure du chromosome X (délétion partielle du bras long ou du bras court du
chromosome X, iso-chromosome X, chromosome X en anneau) (Hook and Warburton,
2014; Rossetti et al., 2017). Les formes avec une mosaique se définissant par la
présence d’au moins 5% de cellules (45,X) peuvent se manifester uniquement par une
IOP. Les patientes avec un syndrome de Turner présentent souvent une aménorrhée
primaire et un retard pubertaire (Rossetti et al., 2017). Néanmoins, une puberté
spontanée chez des patientes avec ce syndrome ont été décrite avec également

qguelques grossesses rapportées (Pasquino et al., 1997; Livadas et al., 2005).

D’autres anomalies chromosomiques ont été décrites chez des patientes avec
IOP notamment des translocations entre le chromosome X et un autosome permettant
la découverte de nouveaux genes dans I'lOP (Di-Battista et al., 2020). Ces anomalies
chromosomiques ont permis également de suggérer deux régions sur le bras long du
chromosome X qui seraient critiques pour le développement ovarien : POF1 et POF2
(pour Premature Ovarian Failure 1 et 2)(Rossetti et al., 2017). De plus, des
remaniements chromosomiques impliqguant la région POF1 (Xqgl3-g21) ont été
associés a une diminution de [l'expression d'un certain nombre de génes
spécifiqguement exprimés dans [l'ovocyte suggérant une probable régulation
épigénétique (Rizzolio et al., 2009). L’association entre la présence d’'un chromosome

X surnuméraire (47, XXX) et I'lOP n’est pas clairement établie.

2.7.6 Etiologies monogéniques
2.7.6.1Prémutation du gene FMR1
FMR1 pour (Fragile X mental retardation) est un géne situé sur le chromosome

X et contient une séquence répétée de trinucléotides CGG dans sa région 5'UTR, dont
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les expansions peuvent entrainer des troubles neurologiques et reproductifs. Il s’agit
du premier géne décrit en pathologie humaine dans les maladies dites par expansion
de triplet (Oberlé et al., 1991). En effet, ce nombre de répétitions est de 33 en
moyenne. Une mutation compléte, définie par un nombre de répétions supérieur a 200,
est responsable du syndrome I'’X fragile, une des premiéres causes de déficience
intellectuelle chez le garcon. Une prémutation correspond a un nombre de répétition
situé entre 55 et 200. Elle se manifeste chez 'homme par le syndrome FXTAS (Fragile
X Tremor Ataxia Syndrome), une maladie neurodégénérative rare caractérisée par un
tremblement intentionnel et une ataxie débutant a I'age adulte aprés 60 ans et par une
IOP chez la femme. Cependant, la pénétrance des prémutations dans I'lOP n’est que
de 15-20% (Rossetti et al., 2017). Le taux de détection de la prémutation dans I'lOP
est de 3 a 5%(Huhtaniemi et al., 2018a) . Malgré ce faible taux de positivité dans I'lOP,
I'étude de ce géne est la seule réalisée en pratique clinique courante dans la majorité

des centres y compris en France.

Le mécanisme impliquant les prémutations de FMR1 et 'lOP n’est pas encore
totalement trés bien compris mais I'effet toxique du transcrit de ce géne est suggéré
(Tassone et al., 2000). Une étude récente a confirmé cet effet toxique des transcrits
de FMR1 dans des modeéles cellulaires a partir des cellules de la granulosa (Rosario

et al., 2022).

2.7.6.2Causes monogéniques des |IOP syndromiques
L’'IOP a été décrite comme faisant partie d’'un syndrome génétique associant
d’autres symptdbmes. Ces syndromes ont permis des avancées majeures dans la

connaissance de la physiopathologie ovarienne et des voies moléculaires impliquées
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dans le développement de l'ovaire et de la folliculogénese. De plus, la bonne
connaissance de ces syndromes permet d’en rechercher les symptémes attentivement

chez toute patiente présentant une IOP.

On compte a ce jour plus de 30 syndromes génétiques associant I'lOP
(Tableau 1)(Huhtaniemi et al., 2018a). Avec le développement des techniques de
génétique moléculaire, de nombreux genes a l'origine de ces formes syndromiques
d’'IOP ont été identifiés. Trés schématiquement, on peut classer ces syndromes en 5
groupes selon le géne ou de la voie moléculaire altérés : (1) La réparation d’ADN et le
vieillissement cellulaire prématuré, (2) le développement des gonades, (3) 'immunité,
(4) la balance énergétique et la fonction mitochondriale, (5) le métabolisme des acides
nucléiques. Les formes syndromiques d’lOP sont répertoriées dans le tableau 1. Dans

ce qui suit on va se focaliser sur quelgues syndromes bien connus.
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Table 1 : Présentations cliniques des IOP syndromiques

Syndrome

Aménorrhée

Signes extraovariens

Gene(s)

Héritabilité

Référence(s)

1) Réparation de I’ADN Vieillis

sement préma

turé

Ataxie télangiectasie

AS

Déficit immunitaire, sensibilité
accrue aux infections, ataxie
cérébelleuse progressive, risque
augmenté de cancers en
particulier les leucémies et les
lymphomes

ATM

AR

(Savitsky et
al., 1995)

Syndrome de Nijmegen

AS

Petite taille, microcéphalie, une
dysmorphie faciale, des infections
sino-pulmonaires récurrentes,
une fréquence extrémement
élevée de tumeurs malignes.

NBN

AR

(Chrzanowska
et al., 2010)

Anémie de Fanconi

AP/AS

Retard de croissance avec petite
taille, anomalies squelettiques,
insuffisance meédullaire, risque
augmenté de cancers.

FANCA
FANCC

FANCG

AR

(Tsui and
Crismani,
2019)

Syndrome LIG4

AP

Microcéphalie, dysmorphie
faciale, retard de croissance et de
développement, des anomalies

cutanées, pancytopénie et déficit

XRCC4

AR

(de Bruin et
al., 2015)
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immunitaire.

Syndrome de Bloom

AS

Retard de croissance pré- et
postnatale, hypopigmentation
cutanée, erytheme
télangiectasique,
photosensibilite, sensibilité
accrue aux infections,
prédisposition au cancer

BLM

AR

(Ellis

German,

1996)

and

Syndrome de Werner

AS

Cataracte bilatérale, petite taille,
des cheveux prématurément gris
et fins, ulcére de la cheuville,
hyperkératose, peau tendue,
taches de \vieillesse, visage
d'oiseau et atrophie sous-
cutanée, diabéte, risque élevé de
développement de cancers,
notamment sarcomes
mésenchymateux et mélanomes

WRN

AR

(Yu
1996)

et

al.,

Syndrome
Thomson

Rothmund-

AS

Poikilodermie, petite taille, des
cheveux et cils et sourcils
clairsemés, des  anomalies
osseuses congénitales et risque
accru d'ostéosarcome et de
carcinome a cellules squameuses

RECQL4

AR

(Kitao et al.,

1999)
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Cardiomyopathie dilatée,
. dystrophie musculaire,
amme de  Hutchinson- AS lipodystrophie, phénotype LMNA AD/AR | (McPherson
progeroide-like, dysplasie
mandibulaire etal., 2009)
2) Le développement des gonades, folliculogénese
DSD, Néphropathie, hernie (Wang et al
DSD par mutation de WT1 AP/AS diaphragmatique, Tumeur de WT1 AD g v
i 2015b)
Wilms.
(Achermann
: . . et al., 1999;
DSD par mutation de NR5A1 AP/AS DSD, Insuffisance surrénale NR5A1 AD/AR
Lourengco et
al., 2009)
Blépharophimosis, ptosis,
ﬁl)tlé?)%rgrgp?himosis ptosis de épicanthus inverse et (Zlotogora et
. : i ) télécanthus. Parfois des al., 1983;
epicanthus inversus APIAS anomalies des voies lacrymales, FOXL2 ADIAR Crisponi et al.,
des troubles de la réfraction, une 2001)
BPES ) .
amblyopie ou un strabisme
Brachydactylie  sévere avec (Lehmann et
Dysplasie acromésomélique de déviation radiale des doigts, al., 2003;
type Grebe AP déviation ulnaire des mains, BMPR1B AR Demirhan et
fusion des os carpiens/tarsiens, al., 2005)

aplasie du péroné, pieds bots
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bilatéraux avec de petits pieds
larges et des orteils courts
(Gong et al.,
i{:l]t? rtl)erge des  synostoses AS Symphalangisme, Surdité NOG AD 1999; Kosaki
b et al., 2004)
Brachydactylie, petite taille,
Pseudohypoparathyroidie hypocalcémie et (Namnoum et
type 1A AS hyperphosphatémie, GNAS AD al., 1998)
hypothyroidie,Obésité
3) L'immunité
une candidose cutanéo-
mugqueuse, une
Polyendocrinopathie hypoparathyroidie, une (Sg%r_len etal.,
AP/AS insuffisance surrénale, un AIRE AD/AR Huse,b e et
auto-immune type 1 diabete , hépatite auto-immune, y
, L : al., 2018)
I'alopécie, vitiligo, malabsorption
intestinale, gastrite atrophique
4) La balance énergétique et la mitochondrie
Difficultés alimentaires, léthargie, e &
Galactosémie AP/AS ictere  néonatal, retard de GALT AR ’
. i Gozalbo et al.,
croissance, cirrhose, cataracte, _
Py : 2019;
déficience intellectuelle, S .
Fridovich-Keil
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hypoglycémie. and Berry,
2022)
Retard de croissance, (Matthijs et al.,
microcéphalie, encéphalopathie, 1997,
Anomalie congénitale de la neuropathie périphérique, rétinite Grunewald et
, AP/AS pigmentaire, myopathie PMM2 AR al., 2002;
glycosylation de type 1a : . F : :
cardiaque, hépatomégalie, Vuillaumier-
syndrome néphrotique, retard Barrot et al.,
psychomoteur. 2012)
Ptosis, ophtalmoplégie externe
progressive, surdité de
Ophtalmoplégie externe perception, neuropathie axonale (Luoma E.lt al.,
) AS : ’ : ! POLG AD/AR 2004; Hikmat
progressive faiblesse  musculaire, ataxie, etal., 2017)
dysarthrie, dysphagie, syndrome v
parkinsonien.
CLPP
ERAL1
Surdité de perception d’intensité (Lerat et al.,
Syndrome de Perrault AP/AS modérée ou profonde, trouble HARS2 AR 2016; Faridi et
neurologique al., 2022)
HSD17B4
LARS2
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TWNK

PRORP
RMND1
TFAM
Dystrophie  musculaire  avec
Dystrophie musculaire avec élévation des CPK, insuffisance (Foley et al.,
surdité et IOP ND respiratoire restrictive, scoliose, GGPSL AR 2020)
surdité.
5) Métabolisme des protéines et Ubiquitination
NPT Dystrophie rétinienne, rétinite :
Dystrophl_e retlnlenne avec ou AS pigmentaire, goitre, déficience RCBTB1 AR (Coppieters et
sans atteinte ovarienne : al., 2016)
intellectuelle.
Hypogonadisme, une alopécie,
Syndrome de Woodhouse- un dcliabete, un deficit 'ntellfCtl,Jel DCAF17 (Alazami et
Sakati AP et des mouvements choréo- AR al., 2008)
athétoides, une dystonie et (C20rf37) "
dysmorphie.
6) Métabolisme des acides nucléiques
. . Syndrome cérébelleux et (Fogli et al.,
Ovarioleucodystrophie AP/AS spastique, atteinte diffuse de la EIF2B2 AR 2003)

substance blanche sus-tentorielle

40



en IRM, troubles cognitifs et un
aspect neuropathologique de
leucodystrophie

EIF2B4

EIF2B5

Insuffisance somatotrope avec
ou sans IOP

AP/AS

Retard de croissance sévere
isolée avec une hypoplasie de
'antéhypophyse, insuffisance
thyréotrope, hypoprolactinémie,
déficience intellectuelle, une
neuropathie ou une cataracte.

RNPC3

AR

(Argente

et

al., 2014; Akin

et al., 2022)

AP : Aménorrhée Primaire ; AS : Aménorrhée secondaire ; AR : autosomique récessive ; AD : autosomique dominant ; DSD : Disorder of Sex Development
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Le syndrome APECED :

Il s’agit de la premiére affection auto-immune décrite comme étant d’origine génétique
(Ahonen et al., 1990; Nagamine et al., 1997; Bjorses et al., 2000). Il s’agit de la
polyendocrinopathie auto-immune de type 1, ou syndrome APECED (Autoimmune
Polyendocriniopathy-Candidosis-EctodermallL Dystrophy), une maladie génétique qui
débute classiquement dans I'enfance avant 'dge de 5 ans et qui associe au moins
deux des trois signes cardinaux : une candidose cutanéo-muqueuse chronique, une
hypoparathyroidie et une insuffisance surrénale (maladie d’Addison) (Ahonen et al.,
1990; Husebye et al., 2018). La prévalence de ce syndrome est estimée a 1/100.000
(Husebye et al., 2018). La candidose, survenant souvent dés I'’enfance, peut toucher
particuliéerement la muqueuse buccale, unguéale, plus rarement génitale,
cesophagienne et intestinale. L’atteinte endocrinienne se manifeste essentiellement
par une hypothyroidie présente dans la majorité des cas, et une insuffisance surrénale
trés fréquente. L’insuffisance ovarienne chez la femme est présente dans 60% des
cas souvent avant 'adge de 30 ans (Husebye et al., 2018). D’autres manifestations
auto-immunes ont été décrite comme le diabete de type 1, I’hépatite auto-immune,
I'alopécie, vitiligo, hypoplasie de I'émail dentaire, malabsorption intestinale, gastrite
atrophique. Il existe une variabilité phénotypique y compris au sein d’'une méme famille
suggérant  l'existence d’autres facteurs modificateurs génétiques ou
environnementaux. En effet la triade classique n’est décrite que dans 40% des cas
(Betterle et al., 1998; Husebye et al., 2018). Il existe un risque accru de survenue de
carcinome épidermoide par rapport a la population générale (Husebye et al., 2018).
Ce syndrome est secondaire a des mutations majoritairement homozygotes ou
hétérozygotes composites du gene AIRE (Autolmmune REgulator), codant la protéine

du méme nom (Nagamine et al., 1997; Bjorses et al., 2000). A ce jour, c’est le seul
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géne impliqué dans I'immunité et responsable d’une forme syndromique d’IOP. La
protéine AIRE d’expression essentiellement thymique et lymphocytaire a un role de
régulateur de la réponse immunitaire régulée par les cellules lymphocytaires T
(Husebye et al., 2018). On compte a ce jour plus de 100 mutations décrites (Husebye
et al., 2018). Quelques rares cas de mutations hétérozygotes avec un effet dominant
négatif démontré ont été rapportés (Cetani et al., 2001; Husebye et al., 2018; Goldfarb

et al., 2021).

Le syndrome de blépharophimosis-ptosis-épicanthus inversus (BPES)

Il s'agit d'un syndrome congénital rare dont la prévalence est estimée a 1:50.000. Il est
caractérisé par une malformation palpébrale bilatérale quasiment pathognomonique
du syndrome (WAARDENBURG, 1961; Zlotogora et al., 1983; Oley and Baraitser,
1988). Cette malformation palpébrale associe de fagon constante quatre signes
majeurs : un blépharophimosis, un ptosis, un épicanthus inverse et un télécanthus.
D’autres affections oculaires peuvent étre associées et qu’il conviendra donc de les
rechercher comme des anomalies des voies lacrymales, des troubles de la réfraction,
une amblyopie ou un strabisme. Cette association syndromique a été décrite pour la
premiere fois en 1961 (WAARDENBURG, 1961). On distingue deux sous-types : le
type 1 comportant une atteinte ophtalmique avec une IOP et le type 2 uniquement une
atteinte ophtalmique (Zlotogora et al., 1983). Les patientes présentant un BPES de
type 1 ont souvent un développement pubertaire normal avec apparition d'une
ameénorrhée secondaire ou d’'une spanioménorrhée (Verdin et al., 1993; Huhtaniemi et
al., 2018a). La réserve ovarienne de ses patientes est trés altérée (Huhtaniemi et al.,
2018a). Sur le plan moléculaire et a ce jour, seules les altérations moléculaires du gene

FOXL2 sont a l'origine de ce syndrome dans 90% des cas (Verdin et al., 1993; Crisponi
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et al., 2001; Elzaiat et al., 2017). Ce gene code un facteur de transcription qui régule
de multiples génes impliqués dans le développement sexuel et des ovaires, le
développement des paupieres, le maintien de la stabilité du génome ainsi que de la
prolifération cellulaire et de I'apoptose. Il peut s’agir d’'une mutation ponctuelle dans
72% des cas, d’'une délétion ou d’une duplication dans 10-15% des cas ou d’une
altération moléculaire (délétion ou duplication) d’'une région régulatrice en 3 ou 5’ dans
5% des cas (Verdin et al.,, 1993; Elzaiat et al., 2017). Un hotspot mutationnel
responsable de 30% des cas et correspondant a une duplication en phase dans I'exon1
(du résidu 14 a 24) a été rapporté (De Baere et al., 2003; Caburet et al., 2004). Plus
de 100 mutations constitutionnelles ont été décrites a ce jour majoritairement de type
perte de fonction (non-sens ou décalage de cadre de lecture) (Tucker, 2021). La
pénétrance des mutations de ce gene est complete. Une seule grande famille avec
BPES associée a une mutation homozygote de ce géne a été rapportée a ce jour
(Nallathambi et al., 2007). Il est a noter également que quelques formes isolées d'lOP
sans malformations palpébrales et secondaire a des mutations hétérozygotes de
FOXL2 ont été rapportées (Harris et al, 2002; Laissue et al, 2009). Enfin, une mutation
somatigue hétérozygote et récurrente de ce gene (p.C134W) a été identifiée dans 95%
des tumeurs de la granulosa, une forme rare de tumeur maligne de 'ovaire (Shah et
al., 2009; Jamieson et al., 2010; Elzaiat et al., 2017). Ceci souligne le réle majeur de
ce géne dans la tumorigénése, la prolifération cellulaire et I'apoptose. Une étude
récente a démontré le role de FOXL2 dans la réparation d’ADN et la stabilité du génome

(Jin et al., 2020).

Le syndrome de Perrault

Le syndrome de Perrault est un syndrome génétique rare caractérisé par une
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surdité dans les deux sexes et une IOP chez la femme (Lerat et al., 2016; Faridi et al.,
2022). La surdité est bilatérale et peut étre profonde ou modérée. Elle est soit
congénitale diagnostiquée a la naissance ou au plus tard a 'adolescence (Lerat et al.,
2016; Faridi et al.,, 2022). L’atteinte ovarienne peut se manifester soit par une
ameénorrhée primaire avec des ovaires atrophigues mais peut aussi étre secondaire
(Faridi et al., 2022). D’autres manifestations cliniques ont été décrites dans ce
syndrome a savoir un retard de croissance, rapporté dans la moitié des cas, des
difficultés d'apprentissage et un retard de développement, une ataxie cérébelleuse et
une neuropathie périphérique motrice et sensorielle (Jenkinson et al., 2012; Lerat et
al.,, 2016; Demain et al., 2017). Une variabilité phénotypique inter et intrafamiliale
importante a été observée (Jenkinson et al., 2012). La prévalence de ce syndrome
rare est inconnue avec plus de 100 cas rapportés a ce jour (Faridi et al., 2022). Sur le
plan moléculaire, il existe a ce jour 7 genes impliqués dans ce syndrome avec une
héritabilité exclusivement autosomique récessive (CLPP, ERAL1, HARS2, HSD17B4,
LARS2, TWNK, PRORP). Cependant, chez environ 60 & 70 % des personnes atteintes
du syndrome de Perrault identifiées a ce jour, un diagnostic moléculaire ne peut étre
établi (Lerat et al., 2016; Demain et al., 2017). Ces genes codent des protéines de
fonction mitochondriale ou impliquées dans le métabolisme, notamment des acides
gras. HARS2 (Pierce et al., 2011) et LARS2 (Pierce et al., 2013) codent des
synthétases histidyl ou leucyl-ARNt mitochondriales impliqguées dans la traduction des
genes codés par la mitochondrie. CLPP code une endopeptidase hautement
conservée d'un complexe protéolytique mitochondrial dépendant de I'ATP (Jenkinson
et al., 2013). TWNK(C100rf2) code Twinkle, une hélicase mitochondriale essentielle a
la réplication de 'ADN mitochondrial (Morino et al., 2014). ERAL1 code une protéine

impliquée dans l'assemblage de la petite sous-unité ribosomale mitochondriale
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(Chatzispyrou et al., 2017). KIAA0391 (PRORP) code la sous-unité métallonucléase
du complexe mitochondrial RNase P responsable du traitement de l'extrémité 5' des
ARNTt dans la mitochondrie (Hochberg et al., 2021). Enfin, le gene HSD17B4, qui code
la 17B-hydroxystéroide déshydrogénase de type 4, une enzyme peroxysomale
impliquée dans la 3-oxydation des acides gras et le métabolisme des stéroides, a
également été impliqué dans le syndrome de Perrault (Pierce et al., 2010). D’autres
genes également de fonction mitochondriale ou impligués dans le métabolisme
comme RMND1,GGPS1 et TFAM ont été proposés comme étiologie génétique
possible du syndrome de Perrault. lls sont responsable de phénotypes séveres
incluant des troubles neurologiques centraux et périphériques mais uniguement

guelques cas ont été rapportés a ce jour (Faridi et al., 2022).

La galactosémie

La galactosémie est une maladie métabolique sévére a début néonatal qui se
manifeste en général par des difficultés alimentaires, une |éthargie et une atteinte
hépatique sévére (Rubio-Gozalbo et al., 2019). Il s’agit d’'une maladie récessive
autosomique causée par un déficit en enzyme galactose -1-phosphate
uridylyltransférase par mutation bi-allélique du géne GALT. Sans traitement, basé sur
un régime sans galactose au long court, Iissue est fatale. Sous traitement, des
séquelles persistent a I'age adulte avec essentiellement une déficience intellectuelle
d’intensité variable, une cataracte et une cirrhose avec insuffisance hépatique (Rubio-
Gozalbo et al., 2019; Fridovich-Keil and Berry, 2022). L'incidence en Europe et en
Amérique du Nord est d'environ 1:30 000-1:50 000 (Rubio-Gozalbo et al., 2010).Chez
les femmes qui survivent jusqu’a I'age adulte, il s’y associe souvent une IOP (Rubio-

Gozalbo et al., 2010, 2019). L'aménorrhée peut étre primaire ou secondaire. L'IOP
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dans cette maladie serait liée a une accumulation du galactose au niveau de I'ovaire
a des niveaux toxiques pour les follicules (Rubio-Gozalbo et al., 2010, 2019). Sur le
plan moléculaire, plus de 150 mutations causales ont été décrites dans le géne GALT.
Cependant, plus de 70 % des cas sont causés par deux mutations récurrentes
(p-Q188R et p.K285N)(Calderon et al., 2007; Rossetti et al., 2017). Paradoxalement,
la fertilité chez les patientes atteintes de galactosémie est nettement meilleure que
celle des autres causes d’'lOP (van Erven et al., 2017). En effet, il a été démontré que
la possibilité de grossesse spontanée chez les patientes atteintes de galactosémie est
estimée a 20% a 6 mois, 28% a 1 an et 48% a 2 ans soit jusqu’a 20 fois plus que celle

des autres causes d’lOP (~5%)(van Erven et al., 2017).

Syndromes d’instabilité chromosomique

Afin de protéger lintégrité du matériel génétique face aux agressions
endogénes et exogénes que subissent ’ADN, il existe une multitude de systémes de
réparation de I'ADN pouvant cibler chaque Iésion spécifique (Figure 5) (Stringer et al.,
2018). Au moins 6 systémes de réparation d’ADN sont connus a savoir: le systéme de
réparation par excision de base (Base Excision Repair ; BER) pour la réparation des
bases, le systtme MMR (Mismatch Repair) pour la correction des erreurs liées a la
réplication, le systéme de réparation par excision de nucléotides (NER : Nucleotide
Excision Repair), le systéme de réparation des pontages interbrin de I’ADN (interstrand
crosslinks) (la voie de I'anémie de Fanconi (AF)), le systéeme de réparation des
cassures double brin (Double-Strand breaks ; DSB) soit par recombinaison homologue
(Homologous Recombinaison ; HR) ou par recombinaison non homologue (Non-
Homologous End-Joining; NHEJ) (Hoeijmakers, 2009; Stringer et al., 2018). Cette

réparation d’ADN est donc essentielle au maintien de la stabilité du génome. De ce

47



fait, les défauts de réparation de ’ADN entrainent une instabilité du génome et sont
associés a des anomalies du développement et a une prédisposition au

cancer (Hoeijmakers, 2009).

lonizing  Homologous
. 2 Radiation Recombination
DNAreplicstion. . nean interstrand .
crosslinks

Alkylating agents dNTP misincorporation

Non-Homologous

Figure 5 : Les différents systémes de réparation d’ADN (Stringer et al., 2018)

Les syndromes d'instabilité chromosomique sont un groupe de maladies rares,
presque exclusivement de transmission récessive, caractérisés par une fragilité
chromosomique en rapport avec une altération de I'une des voies de réparation de
'ADN (Garcia-de Teresa et al., 2017; Taylor et al., 2019). lls se caractérisent
cliniquement par une sensibilité accrue au cancer, un retard de croissance de début
parfois anténatal et un vieillissement prématuré. Le pronostic de ces patients est trés
défavorable avec un décés survenant dans I’enfance ou I'adolescence (Garcia-de
Teresa et al., 2017; Taylor et al., 2019). On peut citer par exemple, I'anémie de Fanconi,

le syndrome de Bloom, I'ataxie télangiectasie, le syndrome de Nijmegen (Tableau 1).

L’Anémie de Fanconi (AF) est un syndrome génétique rare caractérisé par des
anomalies du développement, un retard de croissance avec petite taille, une instabilité
géneétique, une insuffisance médullaire et une prédisposition au cancer avec parfois

des anomalies squelettiques. Le cancer peut se développer au cours de la premiere
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décennie de la vie et la mort survient souvent avant la puberté (Meyer et al., 2014;
Garcia-de Teresa et al., 2017; Taylor et al., 2019). Il s’agit d’'une maladie rare avec

une prévalence estimée a 5/1.000.000 en Europe (Meyer et al., 2014).

DNA Damage
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A |
-

0
*’s

ATM/ATR
kinases

Core Complex (E3 Ubiquitin Ligase)
- FANCM (Recruiter to DNA damage)
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-BL100 (FANCB, FANCL)

- CEF (FANCC,FANCE, FANCF)

1D2 Complex
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Figure 6 : La voie de réparation de I’ADN de Fanconi (Gianni et al., 2022)

Elle est causée par la mutation de I'un des 22 génes de la voie Fanconi (Figure 6).
Cependant 80% des mutations affectent FANCA, FANCG et FANCC alors que FANCE
et FANCF sont mutés dans environ 8% et FANCD1 dans 3% des cas. Les 16 autres
genes de la voie Fanconi sont mutés d’une fagon exceptionnelle (Taylor et al., 2019).

Dans la majorité des cas d’AF I'héritabilité est autosomique récessive a I'exception de
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FANCB localisé sur le chromosome X (Meetei et al., 2004) et FANCR (RAD51) pour
lequel deux mutations de novo chez deux enfants présentant une AF avec effet
dominant négatif démontré ont été rapportées (Ameziane et al., 2015; Wang et al.,
2015a). Le phénotype des patients avec mutation de BRCA2 (FANCD1) et PALB2
(FANCN) est plus sévere (Meyer et al., 2014). Récemment, des observations
rapportent des formes familiales d’AF causées par des mutations bi-alléliques de
BRCAZ2 chez des adolescentes ou des jeunes femmes adultes (Weinberg-Shukron et
al., 2018; Qin et al., 2019; Turchetti et al., 2019). Le spectre phénotypique de ce
syndrome est donc tres variable allant de syndrome polymalformatif de révélation
néonatale voire anténatale a des anomalies hématologiques subtiles a I'age adulte.
L’étude cytogénétique met en évidence une fragilité chromosomique élevée en
présence d’'un agent intercalant comme la mitomycine ou le diépoxybutane (Auerbach,
2009). Ce signe est trés caractéristique de I'AF (Auerbach, 2009; Oostra et al., 2012).
La mise en évidence d’'une altération moléculaire de I'un des génes de la voie Fanconi

confirme le diagnostic. L’espérance de vie est de 27 ans (Taylor et al., 2019).

Le syndrome de Bloom est une maladie autosomique récessive caractérisée
sur le plan clinique par un retard de croissance pré- et post-natale, une hypopigmen-
tation cutanée, un érytheme télangiectasique photosensible du visage, une sensibilité
accrue aux infections et une prédisposition au cancer (Garcia-de Teresa et al., 2017;
Taylor et al., 2019). Sa prévalence est estimée a 2/1.000.000 (Garcia-de Teresa et al.,
2017; Taylor et al., 2019). Il est causé par des mutations homozygotes ou hétérozy-
gotes composites du gene BLM qui code une hélicase impliquée dans le maintien de
la stabilité du génome, la réplication, la recombinaison et la résolution des structures

Holliday. BLM forme un complexe appelé BTRR avec 3 autres protéines TOP3A, RMI1
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et RMI2 (Liu and West, 2008). Plus de 80 mutations tronquantes ou faux-sens du gene
BLM ont été décrites a ce jour (Taylor et al., 2019). Sur le plan cytogénétique, ce syn-
drome est caractérisé par l'augmentation franche (x 10 voir x100) du taux d'échanges
de chromatides sceurs dans les cellules affectées, par rapport aux cellules normales
(Chaganti et al., 1974; Garcia-de Teresa et al., 2017; Taylor et al., 2019). Le diagnostic
est aussi confirmé par la mise en évidence de mutation biallélique de BLM. Des formes
moins séveres du syndrome de Bloom causées par des altérations moléculaires des
autres protéines du complexe BTRR a savoir TOP3A, RMI1 et RMI2 ont été décrites

(Hudson et al., 2016; Martin et al., 2018).

L’Ataxie télangiectasie : L'ataxie-télangiectasie est une maladie autosomique
récessive caractérisée par un déficit immunitaire responsable d’une sensibilité accrue
aux infections, une ataxie cérébelleuse progressive, des télangiectasies et un risque
augmenté de cancer en particulier les leucémies et les lymphomes (Garcia-de Teresa
et al., 2017; Taylor et al., 2019). La maladie débute classiquement entre I'age de 1 et
4 ans mais des formes moins sévéres diagnostiquées a I'adolescence ou a I'age adulte
ont été décrites (Chun and Gatti, 2004; Taylor et al., 2019). Environ 30 % des patients
ont des difficultés d'apprentissage ou un déficit intellectuel modéré. Un retard de
croissance est assez fréquent. La prévalence moyenne est d'environ 3/1.000.000
enfants (Taylor et al., 2019). Ce syndrome est causé par des mutations bi-alléliques
du géne ATM qui code une protéine kinase jouant un réle clé dans le contrble de la
réparation des cassures double brin de I'ADN. L’espérance de vie est de I'ordre de 25
ans méme si quelques patients plus agée (> 50 ans) ont été décrits (Dork et al., 2004).
Les atteintes endocriniennes sont fréquentes notamment le diabéte et I'lOP chez la

femme.
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Anomalie congénitale de qglycosylation par mutations bi-alléliques de PMM?2 :

Le spectre phénotypique de ce syndrome est assez large et de sévérité tres
variable (Matthijs et al., 1997). En effet, il peut se manifester dés la naissance ou la
petite enfance avec une ataxie, un retard global des acquisitions, des difficultés de
succion et de déglutition voire une atteinte multiviscérale mettant en jeu le pronostic
vital (Ferreira et al., 2018; Péanne et al., 2018). Il peut aussi se manifester dans
'enfance ou I'adolescence avec une déficience intellectuelle d’intensité variable, une
ataxie, des troubles du langage, une épilepsie, des accidents vasculaires cérébraux et
une rétinite pigmentaire, mais peut aussi se révéler trés tardivement chez I'adulte soit
avec une déficience intellectuelle modérée soit en étant paucisymptomatique se
limitant uniguement a une atteinte ovarienne (IOP) (Vuillaumier-Barrot et al., 2012).
Quelques patients totalement asymptomatiques et porteurs d’une altération
moléculaire de ce géne ont été également décrits (Vuillaumier-Barrot et al., 2012).
PMM?2 code une enzyme qui catalyse l'isomérisation du mannose 6-phosphate en
mannose 1-phosphate, précurseur de la chaine oligosaccharidique de la N-
glycosylation des protéines (Matthijs et al., 1997; Grunewald et al., 2002). L’IOP des
femmes présentant une anomalie congénitale de la glycosylation en rapport avec une
altération bi-allélique de PMMZ2 peuvent présenter une aménorrhée primaire avec
parfois absence de développement pubertaire, ou une aménorrhée secondaire.

Quelques grossesses ont été décrites (Miller and Freeze, 2003).

Dystrophie rétinienne et IOP par mutations bi-alléligues de RCBTB1 :

L’inactivation bi-allélique de ce géne est responsable d’'une forme syndromique
de dystrophie rétinienne avec rétinite pigmentaire qui peut étre soit isolée (Coppieters
et al.,, 2016; Catomeris et al., 2022) ou multi systémique associant IOP, goitre,
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déficience intellectuelle d’intensité modérée a sévére (Coppieters et al., 2016). Ce
géne code une protéine impliquée dans l'ubiquitination des protéines mais peut
également avoir un role de régulateur du cycle cellulaire. Une étude transcriptomique
sur 106 sarcomes des tissues mous a révélé que I'expression de ce géne est fortement
réduite suggérant que ce gene peut avoir un role de suppresseur de tumeur (Mauduit
et al., 2019). De plus, la baisse de I'expression de ce géne est associée a un risque
plus élevé de métastases et a un mauvais pronostic (Mauduit et al., 2019). On compte
a ce jour 9 familles rapportées avec dystrophie rétinienne dont uniqguement 3
syndromiques incluant une IOP chez la femme (Coppieters et al., 2016; Huang et al.,

2021; Catomeris et al., 2022).

2.7.6.3Autres causes monogéniques.

La détermination des causes monogéniques, autres que la prémutation du gene
FMRL1 et les génes impliqués dans les formes syndromiques d’lOP a débuté par la
stratégie de géne-candidat identifié sur la base de I'expression et la fonction du géene
dans la folliculogénése ou le développement ovarien, ou surtout sur I'impact de
l'inactivation de ce géne dans le modéle murin correspondant. Cette approche a
permis d’identifier un certain nombre de génes impliqués dans I'lOP. On peut citer par
exemple le gene codant le récepteur de la FSH comme la premiére cause
monogenique de I'lOP (Aittomé&ki et al., 1995; Beau et al., 1998; Touraine et al., 1999),
ceux codant des facteurs de transcription spécifique de I'ovaire (NOBOX, FIGLA)(Qin
et al., 2007; Zhao et al., 2008), impliqués dans le développement des gonades
(NR5A1, FOXL2)(Crisponi et al., 2001; Lourengo et al., 2009) ou appartenant a la
famille du TGFB (BMP15, GDF9) (Di Pasquale et al., 2004; Persani et al., 2014).

FSHR : C’est le premier géne découvert dans I'lOP. Il code le récepteur de
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’hormone FSH et a été identifié par I'étude génétique de six familles consanguines
d’origine Finlandaise (Aittomaki et al., 1995). Pour ces premiéres patientes décrites et
porteuses de la mutation récurrente Alal89Val de FSHR, il a été noté a I'histologie une
croissance folliculaire de quelques follicules jusqu’au stade antral (Aittoméaki et al.,
1995). Les études fonctionnelles ont montré que cette premiére mutation récurrente
Ala189Val était responsable d’une perte e o il

de fonction partielle de FSHR (Rannikko
et al., 2002). D’autres patientes avec
inactivations partielles et croissance
folliculaire jusqu’au stade antral ont été
décrites (Beau et al., 1998; Touraine et
al., 1999). Par la suite, une patiente
présentant une |IOP avec une
ameénorrhée primaire avec absence de

développement pubertaire en rapport

avec une mutation perte de fonction

Figure 7: Coupe histologique de
'ovaire d’une patiente avec mutation
bialléligue de FSHR (A) et d’une
patiente controle (B) (Meduri et al.,
2003)

complete de FSHR (Pro519Thr) a été
décrite (Meduri et al., 2003). L’histologie
ovarienne a retrouvé un ovaire de type
prépubére avec un blocage complet de la croissance folliculaire aprés le stade du
follicule primaire (Meduri et al., 2003). Ceci a montré que la FSH agit aprés le stade
de follicule primaire (Meduri et al., 2003). Remarquablement, il y avait une densité
accrue de petits follicules de prés de 40 fois par rapport a une femme du méme age
(Figure 7) (Meduri et al., 2003). Il existe donc une corrélation entre la sévérité de la

perte de fonction de FSHR et le phénotype des patientes mais avec toujours une
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réserve ovarienne préservée (Huhtaniemi et al., 2018a).En raison de l'existence de
follicules dans les ovaires, une maturation in vitro peut étre obtenue et la fertilité
restaurée (Grynberg et al., 2013). Quelques études suggérent que certains
polymorphismes du récepteur de la FSH notamment le polymorphisme rs6166
(c.2039A>G, p.Asn680Ser) peuvent interférer avec la réponse a la stimulation des
patientes au protocole de FIV (Polyzos et al., 2021). Un consensus d’expert a suggére
l'utilisation de doses plus élevés de FSH recombinante chez les porteuses du
génotype homozygote Ser/Ser du polymorphisme rs6166 (Conforti et al., 2021).

NOBOX : Des mutations hétérozygotes du facteur de transcription NOBOX ont
été rapportées chez des femmes présentant une IOP sporadique (Bouilly et al., 2011,
2016). Contrairement au modele de souris knock-out, qui présente une perte
postnatale accélérée d'ovocytes (Rajkovic et al., 2004), les patientes porteuses d’une
mutation NOBOX peuvent avoir une aménorrhée primaire ou secondaire avec des
follicules détectés par histologie dans les ovaires a I'age adulte (Bouilly et al., 2011;
Huhtaniemi et al., 2018a).Certaines publications avaient estimées jusqu’a 6.2% la
prévalence des mutations de NOBOX dans I'lOP (Bouilly et al., 2011).

BMP15 : La premiére implication de BMP15 dans I'lOP a été rapportée en 2004
en étudiant une patiente italienne présentant une IOP avec une aménorrhée primaire
(Di Pasquale et al., 2004). Une mutation faux-sens p.Trp235Cys de transmission
paternelle, responsable d’'un effet dominant négatif in vitro, a été identifiée (Di
Pasquale et al., 2004). Depuis, plusieurs variants, majoritairement hétérozygotes, ont
été rapportés chez des patientes avec des ovaires atrophiques sans follicule a
I'échographie, ce qui a été interprété comme une déplétion prématurée de la réserve
ovarienne (Persani et al., 2014). Les études fonctionnelles ont suggeré que ces

variants sont a l'origine soit d'un effet dominant négatif soit d’'une haploinsuffisance
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(Persani et al., 2014). Cependant une famille avec deux sceurs présentant une IOP
rapportée en 2017 a remis en question I'haploinsuffisance de BMP15 dans I'lOP
(Mayer et al., 2017). En effet, ces deux sceurs sont porteuses de deux variants
tronquants a [I'état hétérozygote composite de BMP15. Malgré des ovaires
atrophiques, I'AMH était initialement détectable chez les deux sceurs de cette famille
ce qui est en faveur d’'une réserve ovarienne conservée (Mayer et al., 2017). Cing ans
plus tard, cependant, 'AMH n'a pas été détectée chez les deux sceurs, probablement
en raison de I'épuisement du pool de FP. Ceci montre la rapidité de la dégradation du
stock folliculaire initial chez les patientes avec IOP et la nécessité d’'une préservation
urgente de la fertilité. La mere de ces deux sceurs, porteuse a I'état hétérozygote de
'un des deux variants tronquants, a concu normalement et a eu trois enfants (Mayer
et al., 2017). Ainsi, il semble que I'naploinsuffisance de BMP15 n’est pas suffisante
pour étre a l'origine d’'une IOP (Mayer et al., 2017). Ceci a été confirmé récemment
par une autre équipe (Rossetti et al., 2020).

En 'absence de grande cohorte de réplication, I'implication et I'héritabilité de
ces genes étaient donc discutables ce d’autant plus qu'il n’existe parfois une absence
de concordance entre le modéle murin et ’humain pour les premiers génes décrits
chez ’'homme. Ceci a conduit a une surestimation de I'implication et la pathogénicité
des variants de ces génes dans I'lOP (jusqu’a 10-15%) (Qin et al., 2015b).

L’avénement du séquencage nouvelle génération (NGS: Next Generation
Sequencing) ces dix dernieéres années, notamment le séquengage de I'exome complet
(WES : Whole exome Sequencing) a permis lidentification de nombreux genes
responsables d’'IOP avec en particulier le réle majeur des génes de méiose et de la
réparation de 'ADN (Huhtaniemi et al., 2018a; Veitia, 2020). Cependant la quasi-
totalité des genes ont été identifiés dans des familles ou des patientes isolées
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majoritairement consanguines. La premiéere application de 'exome dans le cadre de
'lOP a permis d’identifier le géne PSMC3IP, codant une protéine impliquée dans la
recombinaison homologue et la réparation d’ADN dans une grande famille
consanguine d’origine palestinienne (Zangen et al., 2011). En France, c’est I'équipe
du Pr Reiner Veitia qui a rapporté la premiére application de 'exome pour identifier
STAG3 comme étant le premier géne de méiose a I'origine d’'une IOP non syndromique
en étudiant une grande famille consanguine d’origine palestinienne (Caburet et al.,
2014). Par la suite, des observations similaires ont rapporté d’autres génes, identifiés
guasiment tous, dans des familles consanguines ou des patientes isolées uniquement
dans des genes de méiose et de la réparation d’ADN. Ceci a été probablement I'origine
d’'une surestimation du réle de ces génes dans I'lOP et de la proposition qu’il s’agissait
de la famille la plus importante sans toutefois I'étude de grande cohorte d’lOP pour

confirmer ce point.
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PRESENTATION DES TRAVAUX

3.1 IMPLICATION DE LA VOIE DE REPARATION DE L'ADN DE FANCONIDANS L'IOP

Article 1: Homozygous hypomorphic BRCAZ2 variant in
primary ovarian insufficiency without cancer or Fanconi
anaemia trait

Sandrine Caburet *, Abdelkader Heddar *, Elodie Dardillac*, Héléne Creux, Marie
Lambert, Sébastien Messiaen, Sophie Tourpin, Gabriel Livera, Bernard S Lopez,
Micheline Misrahi

J Med Genet 2020 Jun 1;jmedgenet-2019-106672. doi: 10.1136/jmedgenet-2019-
106672.

* Co-first authors

En préparation: Essential role of BRCAL in ovarian function
revealed by Germline Compound null Mutations in patients
with Primary Ovarian Insufficiency.

Abdelkader Heddar, Maud Marchand, Anne Helbling-Leclerc, Léa Guerrini-
Rousseau, Nathalie Auger, Laurence Brugieres, Michel Polak, Jean Soulier, Bernard
S Lopez, Filippo Rosselli, Micheline Misrahi. Essential role of BRCAL1 in ovarian
function revealed by Germline Compound Heterozygous null Mutations in patients

with Primary Ovarian insufficiency.

Communication affichée Assise de Génétique 2022.
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3.1.1 Homozygous hypomorphic BRCA2 variant in primary ovarian
insufficiency without cancer or Fanconi anaemia trait.

J Med Genet 2020 Jun 1. doi: 10.1136/jmedgenet-2019-106672.

BRCA2 (FANCD1) est un gene qui code une protéine qui fait partie du complexe

de la voie Fanconi avec un role majeur dans la recombinaison homologue et donc la

réparation des cassures d’ADN double
brin (Figures 5 et 8) (Moynahan et al.,
2001). Chez les mammiferes, suite a une
cassure double brin, BRCA2 est recruté
au niveau du site de cassure et se lie a
'ADN endommagé pour charger RAD51
(FANCR) ( Figure 8). Ce dernier favorise
alors la recherche d'homologie de I'ADN
sur le chromosome homologue et par la
suite la réparation d’ADN(Figure 8)
(Lambert and Lopez, 2000; Moynahan et
al., 2001). Par conséquent, les cellules
défectueuses en BRCA2 ou RADS51 sont
défectueuses en recombinaison

homologue (Lambert and Lopez, 2000;

Moynahan et al.,
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2001; Hoeijmakers, 2009).

Figure 8: Mecanisme d’action de
BRCA2 dans la recombinaison
Homologue.

Alors gue le role de ce gene au niveau des cellules somatiques a été largement

étudié chez ’homme et les modéles murins, son role au niveau des cellules germinales

est moins étudié (Li and Engebrecht, 2021). En effet, les mutations hétérozygotes de
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BRCA2 augmentent la susceptibilité aux cancers du sein et de l'ovaire faisant de
BRCAZ2 I'un des géenes majeurs de prédisposition génétique au cancer du sein et de
'ovaire, tandis que les défauts bi-alléligues de BRCA2 sont responsables de I'AF
(Auerbach, 2009; Hoeijmakers, 2009). Dans ce syndrome, le cancer se développe au
cours de la premiére décennie de la vie et la mort survient souvent avant la puberté
(Meyer et al., 2014). Les phénotypes séveres de 'AF chez 'homme par inactivation
bi-alléligue de BRCA2 et la |étalité embryonnaire précoce dans des modéles animaux
ont rendu I'étude de 'impact de BRCAZ2 sur la méiose difficile a étudier ou hypothétique
(Tsuzuki et al., 1996; Ludwig et al., 1997; Sharan et al., 1997). Récemment, il a été
rapporté des patientes adultes atteintes d’AF avec une dysgénésie ovarienne et
porteuses de mutations bi-alléliques de BRCA2 (Weinberg-Shukron et al., 2018; Qin

et al., 2019; Turchetti et al., 2019).

Contrairement a ce qui rapporté a ce jour, nous décrivons ici une patiente adulte
agée de 41 ans au moment de la publication de notre article et présentant une IOP
isolée sans cancer ni signe d’AF. L’ étude de I'exome a révélé qu’elle etait porteuse
d’'une variant faux-sens homozygote pathogene de BRCAZ2. Il s’agit d’'une patiente
issue d’'une famille consanguine d’origine turque qui a présenté une aménorrhée
précoce a I'age de 13 ans mais avec un développement pubertaire normal. Plusieurs
dosages hormonaux ont confirmé le diagnostic d’lOP avec a I'échographie des ovaires
de petites tailles sans follicule. Il n’y a pas d’anomalie hématologique décrite et le bilan
auto-immun est revenu normal. Notamment, il n'existe pas de microcéphalie, ni
aucune anomalie de la pigmentation de la peau ou du développement du squelette ou
de dysmorphie. Aprés deux procédures de don d'ovocytes, elle a eu deux grossesses

avec quatre enfants en bonne santé. Au niveau familial, le pére de 71 ans, gros fumeur,
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a eu un cancer du poumon a I'age de 67 ans, un oncle paternel a développé un cancer
colorectal a I'age de 74 ans. Six autres oncles et tantes paternels et maternels, agés

de 61 a 75 ans, n'ont aucun antécédent de cancer ou d'infertilité.

L’étude de I'exome en solo de cette patiente nous a permis de mettre en
évidence un variant homozygote rare situé dans I'exon 20 de BRCA2 (rs80359104) :
NM_000059.3 : ¢.8524C>T (p.R2842C). Ce variant modifie un acide aminé strictement
conservé au cours de I'évolution situé au niveau du site de liaison de 'ADN. Ce
domaine C-terminal de la protéine est essentiel pour une liaison appropriée de BRCA2

a I'ADN simple brin (Yang et al., 2002).

Pour établir un lien de causalité entre cette variation homozygote de BRCA2 et
le phénotype de la patiente, nous avons tout d’abord étudié I'expression de BRCA2 au
niveau des ovaires foeetaux humains. Nous avons pu rapporter pour la premiére fois
que I'expression de BRCA2 est prédominante a 11 semaines aprés la fécondation,
lorsque les ovocytes entrent et progressent au niveau de la prophase de la méiose |.
Ces résultats montrent que BRCA2 est exprimé au niveau des ovocytes foetaux
humains lors de la réparation méiotique des cassures double brin. Par la suite nous
avons développé une série de tests fonctionnels in vitro pour démontrer I'impact de

cette variation sur la fonction de BRCA2 :

1. Cassures chromosomiques en présence d’'un agent intercalant de 'ADN, la
mitomycine (MMC). En effet, la fragilité chromosomique en présence d’un agent
intercalant est un bon reflet de la recombinaison homologue et trés en faveur d’une
altération de la voie de I'AF (Oostra et al., 2012). Les cellules d’un patient atteint d’'une
AF présentent des cassures chromosomiques et des images radiales parfois difficiles

a compter car tellement nombreuses en présence de MMC. Ce signe est trés
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caractéristique voire pathognomonique de I'AF (Auerbach, 2009; Oostra et al., 2012).
A 300 nM de MMC, toutes les cellules déficitaires en FANCD1 présentaient des
cassures, comme prévu, tandis que les cellules de la patiente présentaient une légere
augmentation des cassures chromosomiques, par rapport aux cellules de la mere,
hétérozygote pour le variant de BRCA2, et les cellules d’un témoin WT. En effet, le
nombre de cassures dans les cellules de la patiente n'était que 10 fois supérieur a
celui des cellules WT contre 41 fois dans les cellules FANCDL1. Les cellules de la
patiente présentaient donc une fragilité intermédiaire entre celle observée chez un

contréle WT et ceux de I'AF.

2. Réduction du taux de prolifération des fibroblastes primaires de la patiente :
Confirmant le phénotype intermédiaire obtenu avec I'étude de la fragilité
chromosomique en présence de MMC, le taux de prolifération des cellules de la
patiente était intermédiaire entre celui des cellules WT et celui des cellules déficitaires
en FANCD1 (issues d'une patiente atteinte d’'une AF par mutation bi-allélique de

BRCA2).

3. Réduction de l'efficacité de la recombinaison homologue : en collaboration
avec le DrBernard S Lopez, de linstitut Cochin, nous avons développé un test
fonctionnel pour quantifier la recombinaison homologue du variant identifié chez la
patiente. Tres brievement, nous avons utilisé la lignée cellulaire RG37 (Dumay et al.,
2006), une lignée de fibroblastes humains SV40 immortalisés portant le substrat
fluorescent avec la GFP (Pierce et al., 1999) pour suivre et quantifier le clivage de
'ADN par une enzyme la méganucléase I-Scel. Nous avons inactivé par siRNA
spécifiqgue le BRCA2 endogéne puis nous avons complémenté soit par le BRCA2 WT

ou muté (R2842C). Alors que le BRCA2 WT a permis de restaurer totalement la
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recombinaison homologue (mesuré par lintensité de la GFP), le mutant R2842C-
BRCAZ2, n’a restauré que partiellement cette activité qu’'on estime a 67 + 6 % par
rapport au WT-BRCA2. Le variant R2842C de BRCAZ2 garde donc une activité
résiduelle de I'ordre de 33%. D’une maniére intéressante et aprés la soumission de
notre travail, une équipe néerlandaise a publié un travail similaire de quantification de
la recombinaison homologue d’une dizaine de variants de BRCA2 dont le R2842C
identifié chez notre patiente (Mesman et al., 2019). L’activité résiduelle du variant
R2842C,dans les céllules murines toutefois, était de 31% ce qui est trés proche de nos

résultats (Mesman et al., 2019).

4.Diminution de la formation des foci RAD51 en présence de doses croissantes
de radiation ionisante dans les fibroblastes de la patiente. Etant donné que le réle
principal de BRCA2 est le chargement de RAD51 au niveau des sites d’ADN
endommagé en réponse un stimulus extérieur (ici les radiations ionisantes a dose
progressive) (Figure 7) (Lambert and Lopez, 2000; Moynahan et al., 2001), nous avons
guantifié par fluorescence également, la formation des foci RAD51, qui sont
considérés comme des sites d'initiation de la recombinaison homologue. En
concordance avec les résultats précédents, les cellules de la patiente ont un nombre
de foci RAD51 inférieur par rapport a un témoin mais quantifiable par rapport aux
cellules déficientes en FANCD1. De plus, alors qu’il y a un déficit complet dans
'assemblage des foci RAD51 pour les cellules FANCD1 quelle que soit la dose
d’irradiation, les cellules de la patiente présentent une sensibilité dose-dépendante.
En effet, ces cellules sont capables de traiter de faibles niveaux de dommages de
I'ADN (nombre de foci RAD51 similaire avec le WT a petite dose d’irradiation), mais

ne parvenant pas a assembler les foci RAD51 face a des niveaux élevés de dommages
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a I'ADN (dose élevée d’irradiation). L'activité de recombinaison homologue résiduelle
du mutant R2842C-BRCAZ2 pourrait expliquer I'absence de pathologie somatique in
vivo dans les conditions basales. Les cellules somatiques sont rarement confrontées
spontanément a des niveaux €levés de cassures simultanées alors qu'en revanche, la
recombinaison méiotique dans les cellules germinales est initiée par des centaines de
cassures nécessitant des centaines de recombinaisons homologues pour produire des
gametes haploides fonctionnels (Zhang et al., 2019a). Dans notre test fonctionnel,
'assemblage des foyers RAD51 par le BRCA2 muté a été significativement diminué a
des doses élevees d’irradiation (> 5 Gy) générant un grand nombre de cassures
double brin (Ruiz de Almodoévar et al., 1994). Par conséquent, on pourrait s'attendre a
ce que la mutation R2842C-BRCA2 affecte la réparation d'un nombre élevé de

cassures double brin méiotiques.

Notre observation décrit la premiere patiente adulte avec une IOP
completement isolée due a une mutation bi-alléligue de BRCA2, sans cancer ni signe
de I'anémie de Fanconi. Nous démontrons en utilisant divers tests fonctionnels in vitro
a partir des cellules de la patiente que le variant R2842C-BRCA2 est hypomorphe et
conserve une fonction résiduelle de recombinaison homologue de I'ordre de 33% par
rapport a un contréle WT. Cette activité résiduelle pourrait expliquer le tableau clinique
de la patiente et confirme une différence de sensibilité entre les cellules méiotiques et
les cellules mitotiques face aux cassures de I'ADN. Cette activité résiduelle est
suffisante pour les cellules somatiques et donc pourrait expliquer l'absence de
manifestation somatique notamment de cancer ou de signe de I'AF a I'age de 41 ans
chez cette patiente mais également dans sa famille. Elle est cependant insuffisante

pour la recombinaison homologue au niveau meéiotique et donc a l'origine de 'lOP de
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la patiente. Comme BRCA2 est un gene majeur de susceptibilité au cancer (Walsh et
al., 2011), nos découvertes ont un impact sur le conseil génétique, I'information preé-
test données aux patientes avant I'analyse d’exome ou de panel NGS dans le cadre
d’'une IOP mais également dans la prise en charge des patientes atteints d'lIOP et de
leurs proches. Paradoxalement, un tel surrisque de cancer associé a des mutations
de BRCA2 n'a pas été observé dans la famille de notre patiente. Ceci peut étre
expliqué par le caractere hypomorphe du variant de BRCA2 mais également par la
pénétrance variable des mutations de BRCA2. Cependant, la nature hypomorphe d'un
variant BRCA2 ne signifie pas qu'il n'y a pas de risque de cancer. En effet, dans une
étude cas-témoin utilisant les données de séquencage de prés de 50 000 cas avec
cancer du sein (48 159 cas et 48 231 témoins), il a été rapporté que les variants faux-
sens hypomorphes de BRCA2 (avec une activité résiduelle >30% et <50%) sont
associés a un risque modéré de cancer du sein et nécessitent donc un suivi approprié
a long terme (Shimelis et al., 2017). Il est donc raisonnable de proposer que la prise
en charge clinique des patientes avec IOP et des variants pathogene ou probablement
pathogene de BRCA2, y compris hypomorphes avec un effet fonctionnel démontré,
comme chez notre patiente, inclue la possibilité d’'une chirurgie prophylactique et la
surveillance par echographie mammaire et de discuter un diagnostic
présymptomatique pour les autres membres de la famille. En particulier, selon les
données de la littérature actuelle, les patientes avec une IOP secondaire a des

mutations bi-alléligues de BRCA2 ont de petits ovaires non fonctionnels sans follicule.

67



» Additional material is
published online only. To view,
please visit the journal online
(http://dx.doi.org/10. 1136/
jmedgenet-2019-106672).

"Institut Jacques Monod,
Université de Paris, Paris, Tle-de-
France, France

“Faculte de Medecine, Universite
Paris Saclay, Hopital Bicétre
APHP, Le Kremlin-Bicetre, France
Institut Cochin, INSERM
U1016, UMR 8104 CNRS,
Université de Paris, Paris, Tle-de-
France, France

“Service de Gynécologie et
Médecine de la Reproduction,
CHU de Bordeaux, Bordeaux,
Aquitaine, France

SUMR Stabilité Génétique,
Cellules Souches et Radiations,
Université Paris-Saclay, Fontenay
aux Roses, Tle-de-France, France

Correspondence to
Professor Micheline Misrahi,
Université Paris Saclay Faculté
de Medecine, Hopital Bicdtre
APHP, Le Kremlin-Bicetre,
France;

micheline. misrahi@aphp.fr

Dr Bernard S Lopez;
bernard.lopez@inserm.fr

SC,AH and ED are joint first
authors,

Received 5 November 2019
Revised 8 April 2020
Accepted 12 April 2020

| M) Check for updates

© Author(s) (or their
employer(s)) 2020. No
commercial re-use. See rights
and permissions. Published
by BMJ.

To cite: Caburet S, Heddar A,
Dardillac E, et af.

J Med Genet Epub ahead of
print: [please include Day
Month Year]. doi:10.1136/
jmedgenet-2019-106672

ORIGINAL RESEARCH

Homozygous hypomorphic BRCAZ variant in primary
ovarian insufficiency without cancer or Fanconi

anaemia trait
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Bernard S Lopez,” Micheline Misrahi

ABSTRACT

Background Primary ovarian insufficiency (POI)
affects 1% of women under 40 years and is a public
health problem. The genetic causes of POl are highly
heterogeneous with isolated or syndromic forms.
Recently, variants in genes involved in DNA repair have
been shown to cause POI. Notably, syndromic POl with
Fanconi anaemia (FA) traits related to biallelic BRCAZ
truncated variants has been reported. Here, we report a
novel phenotype of isolated POl with @ BRCA2 variant in
a consanguineous Turkish family.

Methods Exome sequencing (ES) was performed

in the patient. We also performed functional studies,
including a homologous recombination (HR) test, cell
proliferation, radiation-induced RAD51 foci formation
assays and chromosome breakage studies in primary
and lymphoblastoid immortalised cells. The expression of
BRCAZ in human foetal ovaries was studied.

Results ES identified a homozygous missense
¢.8524C>T/p.R2842C-BRCA2 variant. BRCA?2 defects
induce cancer predisposition and FA. Remarkably,
neither the patient nor her family exhibited somatic
pathologies. The patient’s cells showed intermediate
levels of chromosomal breaks, cell proliferation and
radiation-induced RAD5 1 foci formation compared with
controls and FA cells. R2842C-BRCA2 only partially
complemented HR efficiency compared with wild type-
BRCA2. BRCAZ is expressed in human foetal ovaries in
pachytene stage oocytes, when meiotic HR occurs.
Conclusion We describe the functional assessment
of a homozygous hypomorphic BRCAZ2 variant in a
patient with POl without cancer or FA trait. Our findings
extend the phenotype of BRCA? biallelic alterations to
fully isolated POI. This study has a major impact on the
management and genetic counselling of patients with
POI.

INTRODUCTION
Primary ovarian insufficiency (POI) is a public
health issue affecting ~1% of women under 40
years and is clinically heterogeneous with isolated
or syndromic forms.! Most cases are idiopathic,
but an increasing number of genetic causes has
been recently identified, especially variants in genes
involved in DNA repair and recombination.™*
DNA repair and recombination are essential for
genome stability maintenance. Consistently, defects

in the pathways ensuring faithful transmission of
genetic material result in genome instability associ-
ated with developmental abnormalities and cancer
predisposition.”  Homologous  recombination
(HR), an evolutionary conserved process essential
to genome stability and cell viability, plays crucial
roles in DNA double-strand break (DSB) repair in
somatic and meiotic cells.

In mammals, BRCA2 binds to damaged DNA and
loads the pivotal HR RADS1 recombinase, which
then promotes DNA homology search. Therefore,
cells defective in BRCA2 or RADS51 are defective
in mitotic HR.®” The role of BRCA2 in RADS1
loading in mitotic HR makes it a strong candidate
for an involvement in meiotic HR, but this remains
to be formally established. Indeed, the severe
phenotypes of biallelic inactivation of BRCA2 in
human and the early embryonic lethality resulting
from germ-line inactivation of this essential gene
in animal models hampered meiosis analysis and
compromised the study of the putative functions of
BRCAZ2 in gametogenesis.* \* However, these data
underline the strong and pleiotropic consequences
of BRCA2 invalidation.

Heterozygous BRCA2 or PALB2 (FANCN) vari-
ants increase susceptibility to breast and ovarian
cancers, whereas severe biallelic defects in RADS1
(FANCR), PALB2 or BRCA2 (FANCDI) lead to
Fanconi anaemia (FA) synclr'ome.11 2 n partic-
ular, FANCD1 syndrome associates developmental
defects, genetic instability, bone marrow failure and
cancer predisposition, with cancer developing in
the first decade of life, and death before puberty.'®
Recently, older patients with XX ovarian dysgen-
esis were reported to carry compound hetero-
zygous BRCA2 pathogenic or likely pathogenic
variants, but the associated clinical phenotypes in
the patients and/or relatives, ranging from cancer
to the characteristic severe response to mitomycin
C (MMC) in chromosomal breakage tests, argue in
favour of mild forms of BRCA2-associated FA.'*71

In contrast to those patients, we describe here
an adult patient carrying a homozygous missense
variant of BRCA2, presenting with only isolated
PO, without cancer or signs of FA in the patient
or her family. We demonstrate that the mutated
R2842C-BRCA2 retains a lower, but significant,
residual function when compared with wild-type
(WT)-BRCA2. Consistently, the patient’s cells
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exhibit intermediate levels in chromosomal breaks, cell prolif-
eration and ionising radiation-induced RAD51 foci formation
when compared with controls, a patient with FANCD1’s or the
heterozygous mother’s cells. This residual HR in somatic cells
could explain the absence of developmental defects. Our data
extend the phenotype of biallelic variants of BRCA2 to isolated
POI. As BRCA2 is a major cancer susceptibility gene, our findings
will have a strong impact on the genetic counselling and manage-
ment of patients with POI and their relatives.

MATERIAL AND METHODS

Exome sequencing (ES) and bioinformatics analysis

Genomic DNA was extracted from blood samples by standard
protocols. ES, reads quality check and mapping were performed
by Beckman Coulter Genomics (Danvers, USA). Exon capture was
performed using the hsVSUTR target enrichment kit. Mapping
was performed on the GRCh37.p13 reference genome using the
Burrows-Wheeler Alignment tool V.0.6.1-r104 with default param-
eters, and samtools 'Rmdup’ was used to remove duplicates. Prior
to variant calling, reads were realigned around known or suspected
indels by the GATK Realigner commands. The samtools V2.0
'mpileup’ command and the bcftools multiallelic calling model
were used for variant calling. Variants were annotated by SnpEff,
Variant Effect Predictor and dbNSFP 3.5a. Minor allele frequen-
cies were manually verified using ExAC (http://exac.broadinstitute.
org/), Gnomad (https://gnomad.broadinstitute.org/) and Kaviar
(http://db.systemsbiology.net/kaviar/) databases.

Chromosome breakage studies

Chromosome breakage studies were performed in Epstein-Barr
Virus (EBV)-immortalised lymphoblastoid cell lines derived from
the patient, her mother, an FA patient (FANCD1) and a healthy
woman as control. They were studied at the Gustave Roussy Insti-
tute (Villejuif, France), following a standard in-house protocol.
EBV-immortalised cells were cultured under standard conditions
for karyotyping. To test for hypersensitivity to DNA cross-linking
agents, DNA damage was induced using MMC (Sigma) added for
48 hours. For each sample, three conditions were tested: without
MMC to analyse spontancous damages, and with MMC of 300
and 1000 nM. Chromosome breakages were scored by an experi-
enced cytogeneticist on at least 20 metaphases.

Cell transfection and HR efficiency test

The HR efficiency was assessed in the RG37 cell line, derived from
SVA40-transformed GM639 human fibroblasts in which we stably
integrated the pDR-GFP gene conversion repor‘ter.1718 RG37 was
cultured in DMEM supplemented with 10% foetal calf serum and
2mM glutamine and was incubated at 37°C with 500 CO, For the
HR efficiency test, the I-Scel meganuclease was expressed by tran-
sient transfection of the pCMV-HA-I-Scel expression plasmid!?
with Jet-PEl according to the manufacturer’s instructions (Polyplus
Transfection), and cells were incubated for 48 hours. Cells were
collected in PBS and 50mM EDTA, pelleted and fixed with 290
paraformaldehyde for 20min. The percentage of GFP-expressing
cells was scored by FACS analysis using a BD Accuri C6 flow
cytometer (BD Biosciences).

For silencing experiments, 20000 cells were seeded 1day
before transfection with siRNAs using INTERFERin, following
the manufacturer’s instructions (Polyplus Transfection) with
20nM of one of the following siRNAs: control (5-AUGAAC-
GUGAAUUGCUCAA-3") and BRCA2-3 (5-GCUUCAGUUG-
CAUAUCUUA-3". The BRCA2 siRNA targets the 3'UTR of
endogenous BRCA2 messenger RNA (mRNA). All siRNAs were

synthesised by Eurofins (France). Forty-eighthours later, the cells
were transfected with the pCMV-HA-I-Scel expression plasmid.
At least three independent experiments were performed, and
HA-I-Scel expression and silencing efficiency were verified by
western blot as described further.

Statistical analysis
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism V.3.0
(GraphPad Software).

Additional material and methods and additional results are
provided in the online supplementary appendix.

RESULTS

Case report

The proposita was born to consanguineous Turkish parents
(figure 1A). At the age of 13 years, she had two vaginal bleeds
followed by primo-secondary amenorrhoea. She had normal
pilosity, breast development and external genitalia. Several
hormonal assays confirmed POI, and pelvic ultrasonographical
studies showed small ovaries without or with very few follicles
(table 1).

Blood counts and liver and thyroid balances were normal.
Thyroid autoantibodies were undetectable. Hormonal replace-
ment therapy (HRT) was initiated during her teenage years but
was poorly observed, and stopped in early adulthood when she
started thinking about getting pregnant. Bone densitometry at the
age of 30 showed osteopaenia (T score=—2.3) related to poor
adherence to HRT. She is presently 41 years old, displays normal
blood assays and has no other clinical signs. The karyotype was
46, XX, and FMR1 premutation screening was negative. After
two egg-donation procedures, she had two pregnancies with
four healthy children.

The patient and family members have normal stature, normal
head circumference and no abnormality in skin pigmentation, skel-
etal development or dysmorphia (table 1). There was no familial
history of infertility or other diseases. The mother married at the
age of 15 and had two pregnancies at 18 (a boy) and 22 (the prop-
osita) years. This is in line with a delayed conception followed by
secondary amenorrhoea at the age of 33 years, not investigated
in Turkey. She is obese with a body mass index of 38. In order to
rule out other genetic causes that could explain her subfertility,
we performed a targeted next-generation sequencing (see supple-
mentary information). The brother had one healthy son (17 years
old) and three healthy daughters aged 15, 13 (both with normal
puberty) and 8 years old, respectively. The 71-year-old father,
a heavy smoker, had lung cancer at the age of 67 years, treated
by radiotherapy and chemotherapy. A paternal uncle developed
colorectal cancer at the age of 74 years and died a few months
later. Six other paternal and maternal uncles and aunts, aged 61-75
years, had no history of cancer or infertility.

ES identified a homozygous missense variant in the DNA-
binding domain of BRCA2

The patient was studied by ES. Familial consanguinity suggested
an autosomal recessive inheritance pattern. The variants were
therefore filtered on the basis of their homozygosity in the
patient, their absence in unrelated fertile in-house controls and
a minor allele frequency (MAF) below 0.01 in all available data-
bases. Further filtering on available functional data for a possible
role in fertility revealed the missense variant rs80359104,
NM _000059.3: ¢.8524C>T (p.R2842C), located in exon 20
of BRCA2 (figure 1B and online supplementary table sl and
s2). The variant and its familial segregation were confirmed by
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Figure 1  Clinical, biological studies and molecular analysis of the Turkish family. (A) Pedigree of the Turkish family. Double lines indicate consanguineous
union. The proband (blue arrow) was analysed by ES. The genotypes for the BRCA2 mutated codon are indicated in red. (B) Position of the variant in BRCA2
gene and pratein. The structure of the normal protein for the longest isoform of 3418 residues is shown below the genomic structure with the coding exons
as coloured bars (Ensembl, reference transcript ENSTO0000544455.5). The variant (red arrows) lies at the very end of exon 20, which encodes 48 amino
acids (A) encompassing the tower domain at the centre of the OB-fold ssDNA-binding domain (cligonucleotide/cligosaccharide-binding single-strand DNA-
binding domain). (C} Partial view of the 3D model of the BRCA2 C-terminal domain (alpha-helices in red, beta-sheets in blue). The mutated residue {purple)
is located near the ssDNA (green), at the base of the tower domain, that forms a stem of two long alpha-helices and a helix-turn-helix motif, similar to the
DNA-binding domains of recombinases and homeodomain transcription factors. Inserts: difference between the occupancy of the lateral chain of WT (top)
and mutated (botlom) residues at this position. ES, exome sequencing; ssDNA; single-stranded DNA; W1, wild type.

Sanger sequencing, which also allowed exclusion of mosaicism
in the patient’s blood cells (online supplementary figure s1).
The variant is very rare and presents only at the heterozygous
state in 3 out of 138342 individuals without known phenotype
(MAF 1.107°) in the non-cancer GnomAD subset. It is absent in
the Greater Middle East Variome database dedicated to Middle
Eastern populations. [t is predicted to be pathogenic by 16 of 17
predictive software (online supplementary table s3 and s4).

The variant changes a strictly conserved amino acid (aa) at
the base of the tower part of the BRCA2 DNA-binding domain,
in close proximity to the groove that binds single-stranded
DNA (ssDNA) (figure 1C and online supplementary figure s2).
This C-terminal domain is essential for appropriate binding of
BRCA2 to ssDNA.*’

BRCA2 loads recombinases on ssDNA: RADS 1 in mitotic cells,
RADS1 and the meiotic DMC1 in germ cells, indicarting a crucial
role for BRCA2 in mitotic and meiotic HR.*' Cells defective in
RADS1 or BRCA2 are defective in mitotic HR,®” and in mouse,
germ cell-specific BRCA2 deletions lead to meiotic impairment
and infertility.”> ** Therefore, we considered R2842C-BRCA2
as a very likely causal variant for isolated POI in our patient,

although she does not present FA traits. Hence, we investigated
the expression of BRCA2 in human oocytes and the functional
impact of the BRCA2 variant on HR in human cells.

BRCA2 is expressed during meiotic prophase | in human
foetal ovaries

In order to support a possible role for BRCA2 in female meiotic
HR that would explain the patient's infertility, we verified its
expression and location in human foetal ovaries. Indeed, Brca2
mRNA expression was reported in murine oocytes,™ and the
BRCA2 protein was described to form recombination nodule-
like foci along chromosome axes in human spermatocytes,”' but
its expression during human female meiosis remained undocu-
mented. Using quantitative reverse transcription PCR on RNA
libraries prepared from human ovarian samples at various foetal
stages, we detected a predominant expression of BRCA2 mRNA
after 11 weeks postfertilisation, when oocytes enter and prog-
ress through meiotic prophase I (figure 2A). Immunostaining of
human foctal ovarian sections showed that BRCA2 protein was
detected mostly in pachytene stage oocytes (figure 2B). BRCA2
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Clinical, biological and ultrasonographical studies of the proband and relatives

Table 1

RiL

R/L Ovarian

BMI

Age at

AMH ng/
mL

FSH LH E2

iL
85

Follicle

surface (mm)

(height (cm)/

evaluation
(years)
30

TSH mU/L
145

PRL ng/mL

T nmoliL
175

05

InhB ng/L

nmol/L
0.04

UL

number
2/0

Volume (mm’)

1217

HC cm (SD)
55.5 (0)

weight (kg))

23

Menstrual cycles

Case

16.7

Primo-secondary
amenorrhoea

(13 years)

Proposita

0.9/05
1917

(156/55)

1.34
1.66

295
46

0.6

0.08
0.09

6.5
65

3
2

1129
110.6

0/0

32

143

<8

0.03

24

39

{156/58)

38

0.3-42

0.7-25.0

10-320 04-2.0

15-8.0 0.06-0.56 2.2-6.8

2.9-120.0

Follicular phase

Normal ranges

56 (0)

63

Secondary

Maother

{155/90}

amenorrhoea
(33 years)

0.16-0.78
0.34-21

9.6-80

0.2-6.5

6.3-24.0
15-7.0

Ovulatory phase
Luteal phase

55 (0)

17

70

Father

(170/50)
28

8-33 <02

17-95

Menopause

55 (0}

45

Brother

(170/80)

NA: not applied

AMH, anti-Miillerian hormone; BMI, body mass index; E2, estradiol; FSH, follicle-stimulating hormone; HC, head circumference; InhB, inhibine B; L, left; LH, luteinising hormone; PRL, prolactin; R, right; T, testosterone; TSH, thyroid-stimulating

hormone.

staining appeared as thick threads, likely corresponding to
meiotic chromosomes. These results show that BRCA2 is indeed
present on chromosomes in foetal human oocytes when meiotic
DSB repair occurs.

R2842C-BRCA2 displays a reduced DSB-induced HR efficiency
Although referenced in ClinVar (VCV000052610) and in
the COSMIC database of variants in cancer (COSM23938),
R2842C-BRCA?2 is considered as a variant of unknown signif-
icance for breast cancer predisposition (Variant of Unkown
Significance (VUS), International Agency for Cancer Research
(IARC) class 3). Previous attempt to classify BRCA2 VUS in a
hamster lung fibroblast cell line or in mouse embryonic stem
cells showed that this variant displayed a decrease in HR effi-
ciency, at the limit for inferring pathogenicity.”* Therefore,
the significance of this variant and its classification as a causal
variant for human pathology remained unclear. Since human
and rodent cells differ in DSB repair efficiency and regulation,
we analysed the specific impact of R2842C-BRCA2 on HR
in human cells. We used the RG37 cell line,*” a human $V40
immortalised fibroblast line bearing the DR-GFP substrate®®
that monitors gene conversion induced by targeted cleavage
by the I-Scel meganuclease (figure 3A). Both the expression of
WT-BRCA2 and R2842C-BRCA2 stimulated the efficiency of
DSB-induced HR (figure 3B). We then silenced the endogenous
BRCA2 using a specific siRNA targeting its 3’UTR sequence
and complemented these cells with either the WT or mutated
BRCA2 (figure 3C). As expected, silencing endogenous BRCA2
decreased HR efficiency, and WT-BRCA?2 fully complemented
HR efficiency. R2842C-BRCA2, expressed at similar levels than
WT-BRCA2, only partially complemented HR efficiency, to
67%=+6% compared with WT-BRCA2 (figure 3B).

Interestingly, our results are in line with the functional impact
on HR recently studied to classify variants of unknown signif-
icance or associated with a high risk of cancer using mouse
embryonic stem cells.?® In this study, the residual HR activity
of the R2842C variant is almost identical to what we obtained
(31% and 339, respectively). Mesman et al also studied other
missense variants, classified as benign (class 1), likely benign
(class 2) or with unknown significance (class 3, VUS), or asso-
ciated with a high risk of cancer, such as the R3052W and the
G2609D variants. The conclusion is that the residual HR of
our variant (R2842C) is intermediate between the pathogenic
or likely pathogenic variants (class 4 or 5, such as R3052W or
G2609D) with a residual HR of <309, and those classified as
benign, likely benign or VUS with a residual HR of >5000.%

These data show that the R2842C-BRCA2 variant partially
affects HR efficiency in human cells. This significant residual
activity could account for the absence of developmental defects
in the patient.

Increased chromosomal instability in the patient’s cells

Hypersensitivity to the chromosome-breaking effect of cross-
linking agents is a reliable marker of FA.>” Therefore, we studied
MMC-induced chromosomal breaks in lymphoblastoid cells
derived from the patient, her mother, two fertile control women
and an FA patient (FANCD1). In the absence of MMC, few spon-
taneous breaks were observed in cells derived from the proposita
and the patient with FANCD1 (figure 4A,B). On exposure to
300nM MMC, healthy cells are expected to show one to five
breaks/cell in no more than 309 of the cells, whereas for a patient
with bona fide FA, no undamaged cells are left and most cells
show more than 10 breaks/cell.® At 300nM MMC, all FANCD1

Caburet S, et al. / Med Genet 2020;0:1-10. doi:10.1136/jmedgenet-2019-106672
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cells presented breaks, as expected, while the patient’s cells exhib-
ited a slight increase of chromosomal breaks, compared with the
heterozygous mother’s and the WT control’s cells. Indeed, the
number of breaks in the patient’s cells was only 10 times the
number in WT cells compared with 41 times in FANCD1’s cells.
Furthermore, at high MMC dose (1000nM), while breaks in
FANCD1 cells were too numerous to be quantified, the patient’s
cells presented only a modest increase of breaks. Therefore, our
data show that the patient’s cells display moderately increased
levels of chromosomal breaks compared with WT cells, a cellular
phenotype distinct from the typical FANCD1 hypersensitivity.

Reduced proliferation rate of the patient’s primary fibroblasts
Then we compared the proliferation rate of primary fibroblasts
from the patient with POI, WT controls and a patient with

FANCD1. As expected, the proliferation of FANCD1 cells was
markedly affected when compared with WT cells (figure 4C).
Remarkably, the patient’s fibroblasts exhibited a reduced prolif-
eration rate, intermediate between WT and FANCD1 cells.

Altered radiation-induced RAD51 foci formation in the
patient’s fibroblasts

The main role for BRCA2 is the loading of the pivotal RAD51
recombinase on damaged DNA, a crucial step for triggering
HR. Therefore, we monitored the radiation-induced assembly
of RAD31 foci, which are considered sites of HR initiation
events. As expected, FANCD1 cells failed to assemble RAD51
foci (figure 5A,B). Consistent with the aforementioned data,
the patient’s cells showed an intermediate phenotype: indeed,

Caburet S, et al.J Med Genet 2020;0:1-10. doi:10.1136/jmedgenet-2019-106672
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wild type.

at 6 Gy, they assemble foci with kinetics comparable with WT
cells, but the level of the platcau was about twofold lower than
that in WT cells (figure SB). A dose-response analysis confirmed
the complete deficiency in RADS1 foci assembly for FANCD1
cells, at all irradiation doses (figure SC,D). In the patient’s cclls,
the number of RADS1 foci increased up to 2 Gy similarly to WT
cells but did not further increase at higher doses (figure 5C,D;
left panel). Consequently, the patient’s cells showed lower levels
of RADS1 foci at high doses (>2 Gy) when compared with WT
cells (figure SC,D; right pancl). Together, these data show a
dose-dependent sensitivity in the patient’s cells, able to process
low levels of DNA damage but failing to assemble RADS1 foci
when faced with high levels of DNA damage.

Thus, in accordance with the recommendations of the
ENIGMA consortium on functional assays for analysis of vari-
ants of uncertain significance of BRCA2,% our in vitro studies,
including RADS1 foci formation and chromosomal breaks
studics, confirm previously published data on the hypomorphic

nature of the BRCA2-R2842C variant.”’” 2® Regarding the clin-
ical presentation of the patient, the aforementioned functional
evidence, the ACMG-AMP classification and the Sherloc scoring
framework®® (online supplementary table s4), this variant can be
considered as pathogenic.

No pathogenic variant was found in other FA genes

Biallelic pathological variants in two distinct genes of the TA
pathway can be found in a single individual.’* In order to rule
out the hypothesis that the cellular phenotypes observed in the
patient’s cells could be due to mild biallelic variants in TA genes
other than BRCA2, we have analysed the variants found by ES
in the 26 other FA genes. The good coverage of each gene, the
presence of heterozygous variants (both in coding regions and
in UTRs or intronic regions) and unbiased allelic ratios exclude
the possibility of having missed a pathogenic variant in another
FA gene (online supplementary table s5). This analysis confirms

6
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(B) Quantification of chromosomal breaks in lymphoblastoid cell lines derived from the patient, the mother, an FA patient (FANCD1) and a WT control, in

the absence or in the presence of MMC. (C) Reduced proliferation rate of the patient’s primary fibroblasts. Cells from the patient with PO, two WT controls
(WT1 and WT2) and an FA patient (FANCD1) were cultured in six-well plates and counted every 2-3 days during 13 days. The value corresponds to the
mean+SEM of at least three independent experiments. The statistical significance was calculated from rope comparison of linear regression of growth curves.

MMC, mitomycin C; WT, wild type.

that the cellular phenotypes observed in the patient's cells are
not due to variants in FA genes other than BRCA2. In particular,
no variants of RADS 1 could explain the defects in foci assembly
detected in the patient’s cells.

DISCUSSION

We report here a BRCA2 homozygous hypomorphic variant
in a patient with POI, and, remarkably, without cancer or FA
trait in the patient and her family. The patient clearly presents
an isolated POI because she has no characteristic clinical signs
of FA, such as congenital malformations or skin pigmentation
abnormalities.>* She also has a normal head circumference, and
her size, similar to that of her heterozygous mother, is within
normal ranges (according to Turkish data®). The fact that
she does not present any bone marrow failure or malignancy,
together with the lack of FA case in all her family, also excludes
the possibility of a ‘Fanconi-like’ syndrome, such as the Estren-
Dameshek syndrome, a mild form of FA. In this syndrome, very
few or no congenital anomalies could be found in patients, but
the diagnosis of a classical FA was made by characteristic cyto-
genetic analysis in the patient and by typical phenotypes found
in the same sibship.* At the cytogenetic level, the most specific
criteria for FA is the hypersensitivity of patients’ somatic cells
to cross-linking agents. On exposure to MMC, our patient's
cells exhibited only a slight increase of chromosomal breaks
compared with WT control cells. These cellular defects are
largely below the instability observed in typical FA cells,*® and
somatic mosaicism was excluded because of the homogeneity

of the variant detection provided by ES. Therefore, this patient
cannot be considered clinically as an FA case.

The filtering of variants obtained by ES in our patient yielded
the BRCA2 R2842C variant as the only candidate to be involved
in the POI of our patient. A highly likely role for BRCA2 in
germ cell HR stems from several lines of evidence. Meiotic
recombination is a complex and highly regulated process occur-
ring in meiotic prophase I that involves specific meiotic factors
such as MEIOB and known BRCA2 partners such as DMC1 and
MEILB2.%7% BRCA2 has also been shown to be essential for
meiotic DNA repair in various animal models, such as zebrafish,
Caenorhabditis elegans and Drosophila.'* ¥ In mouse, the
rescue of the invalidated murine gene with a human transgene
led to low levels of functional protein and to a complete impair-
ment of male meiosis and a 10-fold loss of the follicular pool,
with numerous meiotic abnormalities in the remaining oocytes.?*
Very recently, it was shown in mouse that an oocyte-specific
Brca2 invalidation leads to meiotic impairment, germ cell deple-
tion and infertility."! 2

While the role and clinical impact of homozygous and hetero-
zygous BRCA?2 variants in mitotic cells are widely studied, the
impact of such defects in human germ cells remains less under-
stood, mainly because almost all patient with FANCD1 die
before puberty. Here, we show that BRCA2 mRNA and protein
are indeed expressed in human foetal ovaries in pachytene stage
oocytes, when meiotic HR occurs. The main role of BRCA2 is
the loading of the pivotal recombinase RADS 1 on damaged DNA
to allow the repair of DSBs by HR. The location of the variant in

Caburet S, et al. / Med Genet 2020;0:1-10. doi:10.1136/jmedgenet-2019-106672
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WT, wild type.

the ssDNA-binding domain of BRCA2 suggests it can affect the
protein function. Indeed, using an HR reporter assay, we showed
that the R2842C-BRCA2 mutant cxhibited a reduced DSB-
induced TR efficiency. Consistently, the patient’s cells display
a reduced proliferation rate and a dose-sensitive alteration of
radiation-induced assembly of RADS1 foci. Furthermore, we
verified that these somatic cellular defects could not be attributed
to variants in other genes implicated in the FA pathway. Taken
together, our data strongly support a crucial role of BRCA2 in
human meiotic HR, and therefore a likely impact of R2842C-
BRCA2 reduced activity in this process in our patient with POL

Our observation describes the first adult patient with fully
isolated POI due to a biallelic variant in BRCA2, without cancer
or FA traits despite a detailed clinical and cytogenetic descrip-
tion. Indeed, patients carrying biallelic damaging variants in
BRCA2 usually present with the severe FANCD1 syndrome and
die before puberty. The possibility of a heterogeneous clinical

presentation in carriers of biallelic BRCA2
emerging from the report of older patients. As
supplementary table s6, we can conclude that in all previous
patients with POI, there was either evidence of FA or not enough
information to fully exclude it, especially microcephaly and
short stature (frequently reported in patients with FA related to
FANCD1 mutations*) and absence of cytogenetic studies, crit-
ical for the diagnosis of FA.

Heterozygous BRCA2 variants increase susceptibility to
familial breast and ovarian cancers.® Such increased suscepti-
bility has not been observed in our patient’s family. Furthermore,
the fact that neither the patient nor her relatives have yet devel-
oped other pathologies implies that the R2842C-BRCA2 variant
is hypomorphic and retains a residual HR activity, as supported
by our functional studies. Interestingly, we showed that RADS1
foci assembly was not affected at low irradiation doses in the
patient’s somatic cells. In addition, the patient’s cells displayed

fants is currently
shown in online

8

Caburet S, et al. / Med Genet 2020,0:1-10. doi:10.1136/jmedgenet-2019-106672

WBLAdoo Aq pajosiold ‘erposucD WHISNI 18 0Z0Z ‘Z aunp uo Awod fwiq Bwily/:dpy woly papeojumoq "0zZ0z @unr | uo z9901-610z-3ouabpawil/oe) | 0l se paysiignd jsiy 39us9) pajy P

75



a growth rate and levels of chromosomal breaks intermediate
between those of WT and FANCD1 cells. The residual HR
activity of the R2842C-BRCA2 mutant could account for the
absence of somatic pathologies in vivo. Somatic cells are rarely
spontaneously confronted with high levels of simultaneous
DSBs, while by contrast, meiotic recombination in germ cells is
initiated by hundreds of DSBs requiring HR to form crossing-
overs mandatory to produce functional haploid gametes.®® In
our functional test, RAD51 foci assembly by the mutated BRCA2
was significantly decreased at high doses (>5Gy), generating a
great number of DSBs (with an estimation of 30-40 DSB/Gy/
mammalian genome**). Therefore, the R2842C-BRCA2 variant
could be expected to affect the processing of such a high number
of simultancous meiotic DSBs.

The study of DNA repair-deficient knock-out mouse models
and in vitro assays suggest that oocytes are equipped to execute
the repair of a wide variety of DNA lesions.* DNA repair genes
such as MLH1, PMS2, MSH6 and ERCCI are also expressed in
the ovary® and play a major role in ensuring female fertility.
Major alteration of these genes are involved in many non-
reproductive cancers such as Lynch syndrome or skin cancers.*’
Thus, in the same way, we can speculate that hypomorphic vari-
ants of many of these DNA repair genes will be identified in
isolated POI cases without evident somatic pathology.

The hypomorphic nature of a BRCA2 variant does not exclude
a risk of cancer. Indeed, in a recent case—control study on breast
cancer using genotyping data from almost 50000 cases (48.159
cases and 48.231 controls), it was shown that the hypomorphic
missense variants of BRCA2 are associated with a moderate
risk of breast cancer and therefore require appropriate long-
term monitoring.* In particular, variants G2508S and W3035$
with a residual HR activity of 50% according to Mesman and
colleagues® are associated with a moderate risk of breast cancer
in Asian and in the European populations, respectively.*®

It is therefore reasonable to propose that clinical management
of patients with POTI harbouring hypormophic variants of BRCA2
(residual HR <5090 as described by Mesman et al, demonstrated
by functional assays), as in our patient, should include intensi-
fied screening programmes, and presymptomatic genetic testing
for other family members should be discussed. Regarding the
possibility of undergoing prophylactic surgery, there is no point
in maintaining a risk of ovarian cancer, and an oophorectomy
should therefore be discussed in these patients, since patients
with POI with biallelic BRCA2 mutations have small ovaries
without follicle. In addition, according to the current literature,
we suggest favouring a breast monitoring approach rather than
a mastectomy.

In conclusion, we describe and functionally characterise here
a homozygous hypomorphic variant of BRCA2 in a patient with
isolated POL. As BRCA2 is a major susceptibility gene for breast
and ovarian cancer, this observation should change the genetic
counselling and pretest information for patients with POL
Indeed, the genetic counselling should now be addressed while
keeping in mind a possible defect in a major DNA repair gene
such as BRCA2. More generally, this study also has a wide impact
for the understanding of the processes controlling genome plas-
ticity and the consequences of their defects in somatic and germ
cells.
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3.1.2 Role essentiel de BRCA1 dans la fonction ovarienne révélé par
des mutations bi-alléliques nulles chez une patiente avec Insuffisance
ovarienne primitive débutante, sans cancer familial. Impact pour le
conseil génétique et la prise en charge

Introduction

L’insuffisance ovarienne primitive (IOP), probleme de santé publique, atteint 1-
3.7% des femmes <40 ans (Huhtaniemi et al., 2018a; Golezar et al.,, 2019). Le
séquencage nouvelle génération (NGS) a révélé sa forte hétérogénéité génétique. Les
génes de méiose/réparation de ’ADN sont dit constituer une famille majoritaire,
[certains étant également liés a un risque oncologique. Nous avons montré récemment
gue deux genes majeurs de la voie Fanconi, FANCM et BRCA2 étaient responsables
d’'IOP isolée (Fouquet et al., 2017a; Caburet et al., 2020a). La mutation homozygote
de BRCA2 était hypomorphe, avec 33% d’activité de recombinaison homologue
persistante, pouvant expliquer 'absence de manifestation somatique a I'état basal.
Une fragilité chromosomique modérée était observée dans les cellules de la patiente
en présence de mitomycine (MMC), intermédiaire entre une anémie de Fanconi (AF)
et un contréle (Caburet et al., 2020a). Dans ce travail, nous décrivons la premiére
patiente présentant une IOP associée a deux variants tronquants hétérozygotes

composites du géne BRCAL1 identifiés par séquencage d’exome.

Présentation Clinique

L'arbre généalogique de cette famille d’origine Caucasienne est illustré dans la
figure 9. Il s’agit d’'une patiente de 16 ans qui nous a été adressée par le service
d’endocrinologie de I'hépital Necker pour le bilan génétique d’une IOP fluctuante
associée a une forte diminution de la réserve ovarienne révélée par des bouffées de

chaleur et des sueurs nocturnes invalidantes dés I'age de 14 ans. Le bilan hormonal a
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cet age arévélé une FSH a 9.3 Ul/l, une LH a 2.9 UI/L et un estradiol bas a 30 pg/L et
surtout une AMH effondrée a 0.10 ng/mL (pour une norme a cet age entre 2,45 et 5,95
ng/ml). Elle a été opérée a I'dge de 15 ans d’'un adénome corticosurrénalien réveélé par
une hypertension artérielle associée a une hyperandrogénie et d'un nzevus
dysplasique de la jambe gauche sans signe de malignité a [I'examen
anatomopathologique. Elle avait développé une puberté a 'age de 11 ans mais avec
un seul cycle puis arrét jusqu’a I'age de 15 ans. Les cycles ont repris un mois apres la
chirurgie de 'adénome. L’examen a I'age de 15 ans retrouve une taille de 1.57 m et
poids de 58.9 kg pour un IMC de 23.9 kg/m?. Elle présente également quelques
taches-café-au lait. Sur le plan génétique, apres une consultation d’oncogénétique a
linstitut Gustave Roussy, la recherche des mutations germinales de TP53 s’est
révélée négative ainsi que le séquencage de géene NF1 et SPRED1 dans I'hypothése
d’'une neurofibromatose de type 1 ou d’'un syndrome NF1-like. Sur le plan familial, la
meére de la patiente, d’origine portugaise, n’a pas d’antécédent notable a I'age de 47
ans au moment de I'étude génétique. La tante maternelle de la patiente a été opérée
d’'une ovariectomie bilatérale avec hystérectomie a I'age de 45 ans sans plus de
précision. Le péere de la patiente, d’origine brésilienne et perdu de vue, a été opéré a

'age 47 ans d’un cholestéatome.
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Figure 9 : Arbre généalogique de la famille
Séquencgage de I'’exome

Devant cette présentation clinique avec notamment cette tres forte baisse de
réserve ovarienne a cet age, nous avons réalisé le séquencage de I'exome chez la
patiente et sa mere. La préparation de la librairie, la capture de l'exome, et le
séquencage lui-méme ont été effectués par IntegraGen SA (Evry, France) selon un
protocole interne standard. Brievement, I'enrichissement a été réalisé a partir de 300
ng d'ADN, en utilisant le kit Agilent SureSelect Human All Exons version CRE (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA). Les librairies en paired-end de 75 paires de base
ont été séquencées sur un NovaSeq, selon le protocole du fabricant. Le pipeline
d’'integragen comporte un alignement des séquences sur le génome de référence
(GRCh38) avec le logiciel Elandv2e (Illumina, CASAVAL1.8.2). L'appel de variants a été
effectué a l'aide du logiciel GATK 3.4-46 et 'annotation des variants avec Annovar en
utilisant, toutes les bases de données disponibles : dbSNP (dbSNP144), 1000
Genomes (phasel _release v3.20101123), Exome Variant Server (ESP6500SI-V2-

SSA137), et dans Exome Aggregation Consortium (EXAC r3.0), Gnomad exome et
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génome ainsi qu'une database interne de IntegraGen. Les conséquences
fonctionnelles des variants (stop, épissage, missense, synonyme...) ont été prédites

avec le logiciel Variant Effect Predictor (VEP release 83).

L'analyse des variants détectés par exome a été effectuée comme décrit dans
nos précédentes publications en utilisant Sirius, une interface web pour le filtre des

variations génétiques identifiés par exome (sirius.integragen.com) (Heddar et al.,

2019a, 2020a). Pour les prédictions de pathogénicité in silico et les impacts des
variants d’intérét, nous avons utilisé tous les logiciels de prédiction disponibles via
Varsome (Kopanos et al., 2019) (https://varsome.com/) et dbNSFP (Liu et al., 2016).
Pour les variants d'épissage, nous avons utilisé tous les prédicteurs disponibles dans
dbNSFP (Liu et al., 2016) et la plateforme Mobidetails

(https://mobidetails.iurc.montp.inserm.fr/MD/) ainsi que SpliceAl (Jaganathan et al.,

2019). Pour la classification des variants nous avons utilisé les recommandations
internationales de I'’American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)
(Richards et al., 2015). Nous avons testé les différentes hypothéses d’héritabilité

devant cette forme sporadique :

1. Recherche de tous les variants rares homozygotes chez la patiente et
hétérozygotes chez la mere.

2. La deuxieme possibilité est la recherche de deux variants du méme gene, dont
l'un est transmis par le mére (modele récessif mais avec deux mutations
hétérozygotes composites).

3. Si aucune mutation n’a été retrouvée, nous testons le modele dominant pour
lequel une mutation transmise par le pere, dans un géne sans effet sur la fertilité

masculine, peut avoir un impact sur le développement ou la fonction des
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ovaires.

Les variants pathogeénes pertinents détectés ont été confirmés par séguencage

Sanger.

Etude de fragilité chromosomique

La fragilité chromosomique en présence d’un agent intercalant, la MMC, oriente
fortement vers une atteinte de la voie de réparation d’ADN de Fanconi (Auerbach,
2009; Oostra et al., 2012). Par conséquent, nous avons étudié les cassures
chromosomiques induites par la MMC dans les lymphocytes de la patiente et d’'une
femme fertile comme témoin. Les cellules lymphocytaires ont été cultivées dans des
conditions standards de réalisation d’un caryotype. Pour tester I'hypersensibilité aux
agents intercalants de 'ADN, nous avons rajouté la MMC apres 48 heures de culture.
Pour chaque échantillon, trois conditions ont été testées : sans MMC pour analyser les
cassures spontanées, et avec 150 et 300 nM de MMC comme recommandé
(Auerbach, 2009). Les cassures chromosomiques ont été quantifiées par une
cytogénéticienne expérimentée a linstitut Gustave Roussy sur au moins 20

meétaphases.

Résultat

Le séquencage de I'exome a permis de détecter 2 variants tronquants a I'état

hétérozygote composite du géne BRCAL.

Le premier variant NM_007300.4: c.470_471del : p.Serl57Ter est une délétion
de deux nucléotides dans I'exon 8 de BRCAL a l'origine d’'un codon stop prématuré et

vraisemblablement de la dégradation du transcrit correspondant par le systeme NMD.
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Il est également connu dans la littérature comme 589 590delCT. Il s’agit d’'un variant
absent de toutes les bases de données de polymorphisme humain. Selon les critéres
ACMG et Clinvar ce variant est classé pathogéne. En effet, a ce jour (31 octobre 2022),
les 13 soumissions disponibles dans Clinvar rapportent ce variant comme pathogéne
dans le cadre de prédisposition génétique au cancer du sein et de ['ovaire
(VCV000037608.40). Il s’agit d’'un variant récurrent rapporté a I'état hétérozygote dans
diverses cohortes de patientes atteintes du cancer du sein et/ou de l'ovaire dans
différents groupes ethniques (Rebbeck et al., 2018) notamment en Espagne (de la
Hoya et al., 2001; Diez et al., 2003), Portugal (Pinto et al., 2016), Brésil (Fernandes et
al., 2016; Palmero et al., 2018), Chine (Kwong et al., 2012; Bhaskaran et al., 2019; Li
et al., 2019), Japon (Arai et al., 2018), Malaisie (Wen et al., 2018). L’'impact fonctionnel

de ce variant tronquant n’a pas encore été rapporté.

Le deuxieme variant NM_007300.4: ¢.791_794del : p.Ser264MetfsTer33, hérité
et d’origine maternelle, est également une délétion de 4 nucléotides dans I'exon 11 a
I'origine soit d’une protéine tronquée soit de la dégradation de 'ARN messager
correspondant par le systeme NMD (Non-mediated mRNA decay). |l s’agit d’un variant
rare décrit uniguement a I'état hétérozygote chez deux hommes dans la base de
données GnomAD exome (2/249.662 = 8.01x10°). Ce variant est également
pathogene selon les criteres ACMG. A ce jour (31/10/2022), 7 soumissions dans
ClinVar le rapportent comme pathogene (VCV000055705.33). Il est également connu
dans la littérature sous les nomenclatures 910delGTTC, 910del4, et
910_913delGTTC. Il s’agit d’'un variant récurrent rapporté a I'état hétérozygote dans
diverses cohortes de patientes atteintes du cancer du sein et/ou de l'ovaire en

Espagne (Llort et al., 2002; Diez et al., 2003; Blay et al., 2013) et au Brésil (Alemar et
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al., 2016; Maistro et al., 2016; Palmero et al., 2018).

L’étude de la fragilité chromosomique a partir des lymphocytes de la patiente
retrouve une fragilité chromosomique typique Patiente‘\h /
de I'AF (Tableau 2, Figure 10) (Auerbach, ‘ L I ,
2009; Oostra et al., 2012). En effet, le nombre
de cassures par métaphase avec 150 nM
MMC est plus de 400 fois supérieure au
contréble (437/50 versus 1/50

cassure(s)/métaphase) et 62 fois supérieure

au taux retrouvé chez la patiente que nous A&

avons rapportée précédemment avec IOP et \‘L

le variant hypomorphe homozygote de 4’ i 91)

BRCA2 : R2842C (7/50 cassures/métaphase) VAl

(Caburet et al., 2020a). A 300 nM, toutes les a
7 /i

cellules de la patiente présentent des f ’ fi

Figure 10: Etude de la fragilité
cassures (> 30 cassures/métaphase). Des chromosomique en présence de
mitomycine de la patiente (en haut) en

images radiales typiques de PIAF sont ¢°mparaisonaun controle (en bas)

également observées avec les deux doses de MMC (Auerbach, 2009; Oostra et al.,
2012). Ces observations contrastent d’une part avec le phénotype clinique trés modéré
de la patiente et d’autre part avec son histoire familiale sans cancer habituellement

associés aux mutations de BRCAL (sein/ovaire).
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Tableau 2 : Etude de la fragilité chromosomique des cellules de la patiente
Métaphases Aberrantes Cassures / métaphase Figures radiales
Geéne Génotype
Non traité MMC MMC Non traité MMC MMC Non traité MMC MMC
(150 nM) (300 nM) (150 nM) | (300 nM) (150 nM) (300 nM)
. . 1/50 5/50 9/50 7/50 0/50 2/50 2/50
Patiente 1 BRCA2 Homozygote (2%) (10%) (18%) 0,02 (0,14) 0,38 (0%) (4%) (4%)
. Hétérozygote 4/50 48/50 30/30 4/50 437/50 0/50 .
Patient 2 BRCA1 Composite (8%) (96%) (100%) (0,08) (8,74) >30 (0%) nombreux |trés nombreux
0/50 1/50 1/50 1/50 0/50 0/50 0/50
Control WT WT (0%) (2%) (2%) 0 (0,02) 0,14 (0%) (0%) (0%)

* Caburet et al., 2020 ;MMC : mitomycine
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Les résultats préliminaires du western blot réalisé a partir des cellules de la
patiente et de sa mére sont en faveur de la dégradation de '’ARN messager de BRCA1
pourl’alléle paternel (c.470_471del) et d’'une protéine tronquée issue de la traduction
d’'un transcrit alternatif pour l'allele maternel (c.791_794del). Ce transcrit alternatif,
déja rapporté dans la littérature (Wang et al., 2016; Seo et al., 2018), résulte d’un
skipping de la totalité ou de la quasi-totalité de I'exon 11 en utilisant un site cryptique
d’épissage situé au niveau du nulcléotide ¢.787 (chrl7: 41 246 761), soit 4 paires de
base en amont de la mutation de notre patiente (c.791_794del) (Wang et al., 2016;
Seo et al., 2018). La transcription a partir de ce site donneur alternatif entraine la perte
des nucléotides ¢.788—-4096 de I'exon 11, et la traduction d’'une isoforme courte de
BRCAL constitué de 759 acides aminés (au lieu de 1863 acides aminés de la forme
complete (Full lenght). Cette isoforme conserve donc des domaines fonctionnels de
l'extrémité N-terminale et C-terminale indispensable a lintéraction avec d’autres
protéines impliquées dans la recombinaison homologue notamment PALB2, BRCAZ2,

RADS51, and CTIP (Wang et al., 2016).

Discussion

Dans cette observation, nous avons identifié par séquencage de I'exome deux
variants tronquants a I'état hétérozygote composite du géne BRCAL chez une jeune
patiente de 17 ans d’origine mixte, espagnole par sa méere et Brésilienne par son pére,
et présentant une IOP débutante et fluctuante avec une forte altération de la réserve
ovarienne. Nous montrons que les cellules lymphocytaires de la patiente présentent
des cassures chromosomiques et des figures radiales induites par la MMC, largement
supérieures en nombre a celles observées chez le témoin confirmant une altération de

la voie de réparation de ’ADN de Fanconi.Les résultats préliminaires du Western Blot

86



révelent que le premier variant (c.470_471del : p.Ser157Ter), d’origine paternelle,
serait a 'origine d’'une dégradation de 'ARN messager correspondant par NMD alors
gue le deuxieme variant (c.791_794del ) serait a I'origine d’'une protéine tronquée de
toute la partie codée par I'exon11. La protéine BRCA1 résultante est composée de 759
acides aminés et a conservé sa partie N-terminale et C-terminale indispensable pour
l'interaction avec d’autres protéines de cette voie de réparation d’ADN (Wang et al.,
2016; Seo et al., 2018). La réévaluation clinique aprés les résultats de I'étude
génétique révele que la patiente présente des signes mineurs de I'AF avec une petite
taille relative (157 cm pour une taille cible de 169 cm) , des taches café-au-lait mais
sans néoplasie du spectre de I'AF a I'age de 17 ans. Ces résultats soutiennent le role

causal des altérations moléculaires de BRCAL1 dans le phénotype de la patiente.

A I'état hétérozygote, BRCAL est le premier gene de prédisposition génétique
au cancer du sein et de I'ovaire avec un risque cumulé a 80 ans de 72% (cancer du
sein) et 44% ( cancer de l'ovaire) (Kuchenbaecker et al., 2017). A I'état homozygote
ou hétérozygote composite, il est responsable de 'anémie de Fanconi, se présentant
par des anomalies congénitales, une insuffisance médullaire, une prédisposition aux
tumeurs solides et aux hémopathies malignes et souvent un déceés précoce dans
'enfance (Auerbach, 2009; Sawyer et al., 2015). Cependant, il s’agit d’'une forme rare
de l'anémie de Fanconi comparativement aux autres genes responsables de ce
syndrome comme FANCA, FANCC et FANCG (Taylor et al., 2019).0n compte a ce
jour, 4 femmes agées de 23 a 46 ans (Domchek et al., 2013; Sawyer et al., 2015;
Keupp et al., 2019; Kwong et al., 2021) et 4 filles agées de 2 a 7 ans présentant une
anémie de Fanconi par altération biallélique de BRCAL (Freire et al., 2018; Seo et al.,

2018). Dans tous les cas rapportés, le diagnostic a été fait devant un cancer, une
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hémopathie ou des signes d’AF. De plus il semble persister une activité résiduelle
prédite ou démontrée de BRCAL chez ces patientes rapportées (Seo et al., 2018;
Kwong et al., 2021). D’une maniére intéressante, Seo et al ont rapporté deux variants
tronquants homozygotes dans I'exon 11 de BRCAL identifiés dans deux formes
familiales classiques d’AF (Seo et al., 2018). Le variant p.Trp372ter identifié chez deux
sceurs agees de 5 et 6 ans et le variant p.Leu431Ter chez un patient de 15 ans et sa
sceur de 7 ans (Seo et al., 2018). Cette équipe a démontré chez ces patients un
épissage alternatif dans I'exon 11 de BRCAL, a l'origine d’'une délétion en phase de la
guasi-totalité de I'exon 11 et d’'une protéine BRCA1 courte contenant le domaine N-
terminal et C-terminal (Seo et al., 2018). Cette isoforme courte de BRCA1 est connue
pour conserver une capacité partielle de réparation de 'ADN (Wang et al., 2016; Seo
et al., 2018). Ceci est vraisemblablement le cas pour notre patiente selon les données

préliminaires de notre Western Blot.

L’'implication de BRCA1 dans les troubles de la fertilité n’a jamais été rapportée
dans I'espece humaine mais plusieurs arguments soutiennent son implication dans le
phénotype de notre patiente. Les modéles de souris invalidées pour BRCAL ne sont
pas viables (Matos-Rodrigues et al., 2021). En revanche, I'inactivation de ’homologue
de BRCA1 chez C Elegans est responsable d’une altération majeure de la méiose et
de la réparation des cassures double brin méiotiques(Li and Engebrecht, 2021). De
plus les troubles de la fertilité sont un signe fréquent chez les patients atteints d’AF a
la fois chez 'lhomme et la femme (Giri et al., 2007; Tsui and Crismani, 2019).
Récemment, notre équipe et d’autres dans le monde ont impliqué des génes de cette
voie de Fanconi a savoir FANCM, BRCA2 et FANCU dans I'lOP soit dans formes

complétement isolées d’lOP ou révélant des formes modérées d’une anémie de
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Fanconi comme chez notre patiente (Fouquet et al., 2017a; Weinberg-Shukron et al.,

2018; Zhang et al., 2019b; Caburet et al., 2020b).

Au total, Il s’agit de la premiére implication de BRCA1 dans I'lOP apparemment
isolée démontrant son role essentiel dans la physiologie et la fonction ovarienne. Le
phénotype modéré avec une IOP débutante sans cancer, peut étre lié a une activité
résiduelle de BRCAL1 malgré une fragilité chromosomique typique de I'anémie de
Fanconi et ttmoignant d’un défaut majeur de la voie de réparation d’ADN de Fanconi.
Une prise en charge adaptée et multidisciplinaire pour la patiente avec un suivi a long
terme sont fortement recommandés. Des études fonctionnelles supplémentaires sont

en cours pour mieux caractériser 'impact des variants de BRCAL chez cette patiente.
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Nouveau phénotype associé a une mutation bi-
allélique de MCM8 avec potentielle implication
therapeutique

Article 2: A Novel Phenotype Combining Primary Ovarian
Insufficiency Growth Retardation and Pilomatricomas With
MCM8 Mutation

Abdelkader Heddar, Dominique Beckers, Baptiste Fouquet, Dominique Roland,
Micheline Misrahi
J Clin Endocrinol Metab. 2020 Jun 1;105(6):dgaal55. DOI: 10.1210/clinem/dgaal55
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3.2 A NoVEL PHENOTYPE COMBINING PRIMARY OVARIAN INSUFFICIENCY
GROWTH RETARDATION AND PILOMATRICOMAS WITH MCM8 MUTATION.

J Clin Endocrinol Metab. 2020 Jun 1;105(6):dgaal55. DOI: 10.1210/clinem/dgaal55
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groupe, MCM8 et MCM9 forment un
hétérodimére (Figure 11) (Nishimura et al., Loading

2012; Lee et al., 2015; Weng et al., 2022).
Figure 11: Représentation schématique
de I’hétérodimére MCM8-MCM9. Adapté de

En plus de son réle dans la réplication de
Weng et al., 2022.

'ADN, Cet hétérodimere est impliqué

également dans la recombinaison homologue, la réparation des cassures double brin
de I'ADN et également dans la réparation des mésappariements par le systeme MMR
(MisMatch Repair) (Maiorano et al., 2006; Nishimura et al., 2012; Lee et al., 2015;
Traver et al., 2015). A ce jour, MCM8 et MCM9 sont les seuls impliqués en pathologie
humaine (Wood-Trageser et al., 2014; AlAsiri et al., 2015; Huhtaniemi et al., 2018a).
En effet, deux publications ont rapporté I'implication de ces deux genes dans des
formes syndromiques d’IOP a partir de I'étude par exome de familles consanguines
d’origine turque (Wood-Trageser et al., 2014; AlAsiri et al., 2015). Les mutations bi-
alléliques de MCM9 sont responsables d'lOP avec petite taille (AlAsiri et al., 2015)

alors que les mutations de MCM8 ont été décrites dans une forme familiale d'lOP avec
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hypothyroidie (Wood-Trageser et al., 2014). Par la suite, deux familles
supplémentaires ont été décrites avec IOP non syndromique associée a une mutation
homozygote de MCM8 et deux familles avec une mutation homozygote de MCM9
(Goldberg et al., 2015; Tenenbaum-Rakover et al., 2015; Fauchereau et al., 2016;
Bouali et al., 2017).

Dans cet article, Nous avons décrit un nouveau phénotype associé a un variant
tronquant bi-allélique de MCM8 identifié par sequengage de I'exome dans une famille
d’origine turque. Nous avons montré I'implication pour la premiére fois de ce géne dans
des tumeurs dans l'espéce humaine: ici tumeurs cutanées bénignes ou
pilomatricomes. Nous avons discuté I'impact de ce diagnostic dans la prise charge de

la patiente et sa famille.

Il s’agit d’'une patiente issue d’une famille consanguine d’origine turque née
hypotrophe et vue pour la premiere fois a I'dge de 14 ans par une équipe
d’endocrinologie en Belgique pour une petite taille a -4.3 DS, une microcéphalie a -
3 DS, un retard pubertaire et une aménorrhée primaire. A l'age de 13 ans, un
dermatologue a diagnostiqué plusieurs pilomatricomes correspondant a des tumeurs
bénignes dérivées des follicules pileux (Richet et al., 2018). Les dosages hormonaux
ont confirmé le diagnostic d’'lOP avec des taux plasmatiques élevés de FSH (124 Ul/I
puis 73 Ul/l), de LH (34Ul puis 34UI/l), et un taux d’cestradiol bas (<5 pg/ml) et un trés
faible taux d'AMH (0,03 pg/l). L’échographie et I''RM pelviennes ont révélé un petit
utérus prépubére et des ovaires atrophiques sans follicule. A cet age devant cette
petite taille, un traitement par ’hormone de croissance (la GH) a été initié et poursuivi
pendant 4 ans permettant une taille finale de 153 cm (-2,3 SD) (pour une taille cible

156,1 cm). En raison du lien potentiel entre les pilomatricomes multiples et le syndrome
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de Gardner, une affection caractérisée par une polypose colique adénomateuse, nous
avons recommandé une sigmoidocoloscopie qui a été réalisée a I'age de 22 ans et est
revenue normale. Sur le plan familial, on note une IOP chez la mére de la patiente
survenue a 29 ans, une hypothyroidie puis un goitre multinodulaire traitée par chirurgie
et enfin une maladie de Behgcet comme son frere et deux sceurs dont une avait

développé un cancer du sein a 46 ans.

En utilisant un séquencage de I'exome comparatif mére—fille, nous avons
identifié un variant tronquant dans I'exon 9 du géne MCM8 (c.925C>T ; p.Arg309Ter),
homozygote chez la patiente et hétérozygote chez la mére. Nous avons démontré que
les cellules lymphoblastoides dérivées de la patiente présentent des cassures
chromosomiques avec des images radiales induites par la Mitomycine dix fois plus
élevées en nombre par rapport a un témoin. Les cellules de la mére de la patiente

présentent une fragilité intermédiaire entre celle de la patiente et du témoin.

Cette observation nous permet de discuter quatre points :

Sur le plan clinique : En plus de confirmer le phénotype endocrinien associé a
des altérations bi-alléliques de MCM8 et de MCM9, a savoir une aménorrhée primaire
avec absence développement pubertaire et des ovaires atrophiques sans follicule,
cette observation élargit le phénotype associé a MCM8 a un retard de croissance intra-
utérin (RCIU), une petite taille et surtout associé a des tumeurs dans I'espéce
humaine. Aprés la publication de notre article, deux études ont établi un lien entre les
variations de MCM8 et de MCM9 et la survenue de cancer colique (Golubicki et al.,
2020; Goldberg et al., 2021). L'étude par exome d’une cohorte de 16 patients

présentant un syndrome de lynch mais sans mutation identifiée dans les génes

93



responsable de ce syndrome (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 ou EPCAM ni méthylation
somatique de MLH1) a permis d’identifier des variations bi-alléliques pathogenes de
MCMS8 chez deux patients, un homme infertile et une femme avec IOP (Golubicki et
al., 2020). L’effet fonctionnel de ces variants a été démontreé in vitro avec notamment
une instabilité microsatellitaire (Golubicki et al., 2020). De plus, la réévaluation clinique
de 4 familles avec IOP et mutations bi-alléliques de MCM9 a révélé que sur les 9
patients avec mutation bi-allélique de MCM9, un a développé un cancer colorectal et
deux un cancer du col de l'utérus ou de l'ovaire (Goldberg et al., 2021). Ceci est
concordant avec le modele murin méme si le spectre des tumeurs est différent
(Hartford et al., 2011; Lutzmann et al., 2012). En effet, les souris déficientes en MCM8
ou MCM9 ont développé des tumeurs ovariennes ou des carcinomes hépatocellulaires

(Hartford et al., 2011; Lutzmann et al., 2012).

Sur le plan thérapeutique : Les enfants présentant une petite taille secondaire
a un retard de croissance sévere sont souvent traités par '’hormone de croissance.
Cependant, ce retard de croissance est une manifestation fréquente retrouvée dans
les syndromes de cassure chromosomique comme le syndrome de Bloom ou dans
I'AF (Garcia-de Teresa et al.,, 2017). Notre observation, confirme donc que les
dommages d I'ADN, y compris induites par des altérations moléculaires de MCM8 et
de MCMB9, peuvent se manifester par un retard de croissance intra-utérin et une petite
taille. Dans ce cadre pathologique, le traitement par hormone de croissance est contre-
indiqué car les patients ont un risque accru de développer un cancer a un plus jeune
age tout comme les autres génes de réparation de ’'ADN (syndrome de Bloom, AF,...).
En effet, ce type de traitement par hormone de croissance peut stimuler la croissance

des cellules malignes (Swerdlow et al., 2017). Il est nécessaire d'effectuer une analyse
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génétiqgue de MCMS8 (et de MCM9) avant de commencer un traitement par hormone
de croissance chez les adolescentes présentant une IOP avec une petite taille et un

caryotype normal.

Sur le plan moléculaire et mécanistique : D’'une fagon intéressante cette
observation permet également de corroborer les données moléculaires et
fonctionnelles sur MCM8 souvent obtenues a partir des modeles murins ou in vitro
dont la validation chez ’'homme n’a pas encore été démontrée. La petite taille a déja
été décrite chez les patientes avec IOP et altérations bi-alléliques de MCM9 (Wood-
Trageser et al., 2014). Notre observation confirme indirectement la forte interaction
entre MCM8 et MCM9 et est en faveur du fait que I'absence de l'une des deux
protéines déstabilise le complexe MCM8-MCM9 et pourrait donc étre responsable d’un
phénotype similaire (Lutzmann et al., 2012).Quatre patients atteints d'un déficit
constitutionnel de réparation des mésappariements (CMMR-D), une maladie rare liée
a des mutations germinales bi-alléligues dans les genes de réparation des
mésappariements (MLH1, MSH2, MSH6 ou PMS2), ont été décrits avec des
pilomatricomes (Jasperson et al., 2011; Chmara et al., 2013; Richet et al., 2018).
Comme MCMS8 est également impliqué dans cette voie de réparation de I'ADN par le
systeme MMR (Traver et al., 2015), cela confirme que l'altération bi-allélique de cette
voie de réparation de 'ADN peut étre associée aux pilomatricomes. Inversement,
MCMS8 peut étre impliqué dans la réparation d’ADN par la voie du systtme MMR chez
'homme. De plus, les pilomatricomes peuvent étre associées au syndrome de
Gardner, une forme rare de polypose colique. Le fait que notre patiente a développé
des pilomatricomes et que les variations de MCM8 sont désormais impliquées dans

les polypes du colon, permet de proposer que I'analyse génétique de MCM8 doit étre
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effectuée chez les patients avec un syndrome de Gardner notamment en présence de

pilomatricomes.

Impact des variants hétérozygotes de MCM8 et MCM9 : L'implication des
variants hétérozygotes de MCM8 et de MCM9 en pathologie humaine et en particulier
dans I'lOP n’était pas clairement établie méme si une fragilit¢ chromosomique
intermédiaire chez les patientes porteuses hétérozygotes était déja constatée et
rapportée mais non associée a un probleme de fertilité. Alors que les méres des
patientes avec IOP et mutation bi-alléligue de MCM8 et de MCM9 n’ont pas de
probleme de fertilité (Wood-Trageser et al., 2014; AlAsiri et al., 2015; Tenenbaum-
Rakover et al., 2015; Fauchereau et al., 2016; Bouali et al., 2017), le séquencage de
MCM8 et de MCM9 dans une cohorte de plus de 150 patientes avec IOP a révélé des
variants hétérozygotes probablement pathogénes de MCM8 ou de MCM9 chez 10
patientes (7%) (Desai et al., 2017). Dans notre observation, la mére de la patiente,
hétérozygote pour la mutation p.Arg309Ter, a développé une aménorrhée secondaire
a l'age de 29 ans et a également une fragilité chromosomique intermédiaire entre celle
de la patiente et d’'un contrdle en présence de la MMC. Cette discordance de I'impact
des variants hétérozygotes pathogénes de MCM8 ou de MCM9 rapportés a ce jour
peut étre expliquée par la présence d’autres facteurs pouvant influencer la fonction
ovarienne de ces patientes. En effet, la mere de notre patiente présentait une
hypothyroidie liée a une thyroidite auto-immune et a la maladie de Behcet traitée par
la Colchicine. En effet, ces facteurs, en particulier I'auto-immunité, pourraient avoir
jouer un réle additif pour altérer la fonction ovarienne. On peut donc proposer une
corrélation génotype-phénotype entre les altérations moléculaires de MCM8/MCM9 et

l'IOP. A I'état homozygote, les variants pathogenes de ces génes sont responsables
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d’'une IOP avec une aménorrhée primaire isolée ou syndromique alors qu’a I'état
hétérozygote, ils peuvent étre a l'origine d’'une aménorrhée secondaire notamment en
présence d’autres facteurs environnementaux. De plus, Les données actuelles de la
littérature suggérent I'existence d’'un risque modéré de cancer colorectaux chez les
porteurs hétérozygotes de MCM8 et MCM9 (Goldberg et al., 2015; Golubicki et al.,
2020).En effet, dans I'étude de Goldberg et ses collaborateurs, parmi les 7 porteurs
hétérozygotes de MCM9 pour qui une coloscopie a été réalisée , 2 ont développé un
cancer colorectal (agé 35 ans et 83 ans) et 6 ( agé de 39 a 83 ans) ont développé

guelques polypes coliques (Goldberg et al., 2021).

Enfin, dans notre grande cohorte publiée récemment (Heddar et al., 2022b) (cf.
plus loin), nous avons identifié 1 variant homozygote de MCM8 chez deux patientes
présentant une ameénorrhée primaire. D’'une maniére intéressante, nous avons
confirmé I'implication du variant homozygote de MCM9 (p.Argl32Ter) identifié
initialement dans une forme syndromique d’lOP chez une patiente également d’origine
Turque mais présentant une IOP isolée (sans petite taille contrairement a 'observation
initiale) (AlAsiri et al., 2015). Ceci confirme la variabilité phénotypique associée aux
mutations de MCM8 et de MCM9. Avec I'ensemble des patientes rapportées a ce jour,
on compte pour MCM8 : 10 variants (5 faux-sens, 3 troncatures et deux variants
d’épissage) décrits chez 22 patientes a I'état homozygote ou hétérozygote composite
(AlAsiri et al., 2015; Tenenbaum-Rakover et al., 2015; Bouali et al., 2017; Jolly et al.,
2019; Heddar et al., 2020a; Wang et al., 2020; Zhang et al., 2020; Heddar et al., 2022b;
Tucker et al., 2022a). Concernant MCM9, on compte a ce jour 14 variants (3 faux-
sens, 9 troncatures et deux variants d’épissage) décrits chez 18 patientes a I'état

homozygote ou hétérozygote composite (Wood-Trageser et al., 2014; Goldberg et al.,

97



2015; Fauchereau et al., 2016; Desai et al., 2017; Jolly et al., 2019, 2019; Yang et al.,
2019a; Alvarez-Mora et al., 2020; Franca et al., 2020; Goldberg et al., 2021) .De plus
le géne MCM8 a été également impliqué dans l'infertilité masculine dans deux familles
non-apparentées (Tenenbaum-Rakover et al., 2015; Kherraf et al., 2022). Les hommes
avec inactivation bi-allélique de MCM8 présentent une azoospermie non obstructive

(Tenenbaum-Rakover et al., 2015; Kherraf et al., 2022).

Au total : Les altérations bi-alléliqgues de MCM8 et son partenaire MCM9
conférent une fragilitt chromosomique et sont responsables d'un spectre
phénotypique large allant d’'une IOP isolée a des formes syndromiques associant
RCIU, petite taille, hypothyroidie et tumeurs cutanées ou coliques ou bien d’'une
infertilité masculine (pour MCM8 actuellement). Elles doivent étre évoquées puis
recherchées chez les patientes présentant une IOP et petite taille avec ou sans
pilomatricomes avant la prescription de I'hormone de croissance. Les femmes
porteuses de variants hétérozygotes sont a risque de développer une IOP notamment
en présence d’autres facteurs environnementaux. Un conseil génétique adapté avec
une préservation de la fertilité pour les porteuses hétérozygotes et une surveillance a
long terme sont recommandés en présence d’une altération moléculaire de MCM8 ou

de MCM9.
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Insufficiency Growth Retardation and Pilomatricomas
With MCMI8 Mutation
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Context: Primary Ovarian insufficiency (POI) affects 1% of women aged <40 years and leads
most often to definitive infertility with adverse health outcomes. Very recently, genes involved
in deoxyribonucleic acid (DNA) repair have been shown to cause POI.

Objective: To identify the cause of a familial POl in a consanguineous Turkish family.

Design: Exome sequencing was performed in the proposita and her mother. Chromosomal
breaks were studied in lymphoblastoid cell lines treated with mitomycin (MMC).

Setting and patients: The proposita presented intrauterine and postnatal growth retardation,
multiple pilomatricomas in childhood, and primary amenorrhea. She was treated with growth
hormone (GH) from age 14 to 18 years.

Results: We identified a novel nonsense variant in exon 9 of the minichromosome maintenance
complex component 8 gene (MCM8) NM_001281522.1: ¢0.925C > T/p.R309* yielding either a
truncated protein or nonsense-mediated messenger ribonucleic acid decay.

The variant was homozygous in the daughter and heterozygous in the mother. MMC induced
DNA breaks and aberrant metaphases in the patient’s lymphoblastoid cells. The mother’s cells
had intermediate but significantly higher chromosomal breaks compared with a control.

Conclusion: We describe a novel phenotype of syndromic POl related to a novel truncating
MCMS8 variant. We show for the first time that spontaneous tumors (pilomatricomas) are
associated with an MCMB8 genetic defect, making the screening of this gene necessary
before starting GH therapy in patients with POl with short stature, especially in a familial or
consanguineous context. Appropriate familial monitoring in the long term is necessary, and
fertility preservation should be considered in heterozygous siblings to avoid rapid follicular
atresia. (J Clin Endocrinol Metab 105: 1-10, 2020)

Key Words: Primary ovarian insufficiency, MCM8, chromosomal breakage syndrome, fertility
preservation, growth hormone therapy, pilomatricoma
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2 Heddar et al

rimary ovarian insufficiency (POI) is characterized

by amenorrhea or oligomenorrhea >4 months with
follicle-stimulating hormone (FSH) > 25 IU/L in women
aged <40 years. Although many iatrogenic (chemo-
therapy, surgery, or irradiation), autoimmune, or viral
factors can cause POI, more than 70% of cases remain
idiopathic. It is estimated that one-third of unexplained
POI could be of genetic origin. There is a high gen-
etic heterogeneity with more than 60 genes involved
to date (1). They are implicated in the establishment
of the ovarian reserve, in follicular growth, or in fol-
licular atresia. Recent advances and especially whole
exome sequencing (WES) have recently highlighted a
role for meiosis and deoxyribonucleic acid (DNA) re-
pair genes in POI, previously suspected from animal
models. Indeed 15 of 21 POI genes identified by WES in
the last § years are meiosis or DNA repair genes (2-16).
However, these genes have been identified most often in
single or rare families (2-16). Obviously, more patients
need to be studied to describe the phenotypic spectrum
of POI associated with specific gene defects.

Extrareproductive features of syndromic POI are
important to evaluate because they need an adapted
medical care such as with sensorineural deafness in
Perrault syndrome, neonatal jaundice, failure to thrive
in galactosemia, cardiopathy, and short stature in the
classical Turner syndrome (1). For the latter condition,
the use of growth hormone (GH) therapy is indicated in
the presence of intrauterine growth retardation (IUGR)
and short stature. However, care should be taken to en-
sure that the use of this therapy in patients with POI
and short stature does not produce adverse effects when
specific causes are involved such as in chromosomal
breakage syndromes (17).

In this study, we describe in a consanguineous
Turkish family with a novel phenotype of POI with
primary amenorrhea and impuberism, including intra-
uterine and postnatal growth retardation and multiple
pilomatricomas in childhood, associated with a non-
sense variant of a DNA repair gene, MCMS8. This is the
first case of tumors observed in humans with MCM8
variants. This observation makes the screening of this
gene necessary before GH therapy, especially in fa-
milial or consanguineous POI. A long-term follow-up
is needed. Fertility preservation should be proposed in
heterozygous siblings to avoid rapid follicular atresia.

Patients and Methods

Clinical data and medical history

The pedigree of this Turkish consanguineous family is illus-
trated in Figure 1. The parents (III.1 and III.2) are first cousins
connected by at least 2 consanguineous weddings (Fig. 1A).

Novel Phenotype of Syndromic POl With MCM8 Mutation

J Clin Endocrinol Metab, June 2020, 105(6):1-10

The proband IV.2 was investigated in Belgium at the age of
14 years for small stature, lack of pubertal development, and
primary amenorrhea. She was born at 40 weeks of gestation
after IUGR. At birth, she weighed 2450 g (-2.6 standard
deviation [SD]) with a height of 45 cm (=2.9 SD). The first
years of life were unremarkable except for hypotrophy and
recurrent otitis that necessitated adenoidectomy and ear tube
insertion at 7 years of age. She had no psychomotor develop-
mental delay. At the age of 13 years, the dermatologist diag-
nosed multiple pilomatricomas (Fig. 2). She was also referred
to an endocrinologist and a clinical geneticist to investigate
the persistence of small-proportionated stature and late pu-
berty with questions about the etiology, GH therapy, and pu-
bertal induction. The auxological parameters were height of
133 cm (-4.3 SD), head circumference of 50 cm (-3.2 SD)
weight of 24.4 kg (-5.7 SD), body mass index of 13.9 kg/rn?j
(=2.9 SD), and growth velocity of 2.8 cm/year (based on growth
Turkish data) (18). The Tanner score was A1P1M1 with pri-
mary amenorrhea. She had a 3-year bone age delay. Hormonal
assays revealed high FSH (124 IU/L) and luteinizing hormone
(LH) (34 IU/L) levels and low estradiol (<5 pg/mL) plasma
levels. POI was diagnosed. Prolactin, cortisol, and insulin-like
growth factor 1 (IGF-1) plasma levels were normal. Pelvic
ultrasonography and magnetic resonance imaging revealed a
small prepubertal uterus and streak ovaries (right 14 mm and
left 10 mm) without follicles. Anti~thyroid peroxidase (TPO)
antibodies were slightly elevated at this stage (37 IU/L at age
14 years, normal range < 34 IU/L) with normal thyrotropin
(TSH) and thyroxine (T,) plasma concentrations. A second
blood assay at the age of 19 years confirmed high FSH and LH
levels (73 IU/L and 34 IU/L, respectively) and a very low anti-
miillerian hormone (0.03 pg/L) level. TSH and T, levels were
normal (see Table 1). Ovarian and adrenal antibodies were
negative. IGF-1 plasma levels were within normal ranges:
278 [213-654] ng/mL. The karyotype was 46,XX, and FMR1
premutation screening was negative. Array CGH (180K) was
normal. At age 14 years, she started a GH therapy for per-
sistent small stature after [UGR. GH therapy was initiated at
a dose of 0.03 mg/kg/day and continued for 4 years. Pubertal
induction was started at age 15 years, with good response. Her
final height after treatment is 153 em (-2.3 SD; target height
156.1 cm), identical to her mother. Because of the potential
link between multiple pilomatricomas and Gardner syndrome,
a condition characterized by adenomatous colonic polyposis,
we performed a sigmoidocolonoscopy at the age of 22 years,
which precluded diagnosis in the absence of a polyp.

The older sister of the proband is healthy. She was also
born small for gestational age (SGA) (weight 2500 gr [-2.5
SD] and height 47 cm [-2.5 SD]). She had menarche at the age
of 11 years, with normal puberty. She is currently 21 years old
with a height of 150 cm (-2.4 SD) in the context of familial
short stature and has no health problem. Blood and hormonal
assays at the age of 22 years in another center revealed no
abnormalities especially for FSH, LH, TSH, and T, plasma
assays and anti-TPO, anti-21-hydroxylase, and ovarian anti-
bodies were negative.

The patient’s mother (II1.1) has a height of 153 cm (-2.2
SD) (body mass index [BMI] 25.7 kg/m?) and head cir-
cumference of 56 cm (0 SD). She did not originate from a
consanguineous marriage. She had 2 pregnancies at ages
24 and 25 years in Turkey. Cessation of menses occurred
3 years after the last pregnancy at the age of 28 years. She
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Figure 1. Pedigree of the family with MCM8 pathogenic variant and molecular analysis. &) Pedigree of the family. Double lines indicate
consanguineous unions. The proband and the mother (blue arrows) were analyzed by whole exome sequencing (WES). The genotypes of MCME
are indicated: normal wild type (WT) allele C in blue, mutated allele T in red. MCM8, minichromosome maintenance complex component 8; POI,
primary ovarian insufficiency. B) Sanger sequencing electropherograms showing the heterozygous (on the left) and homozygous (on the right)
MCMS8 variant. MT, mutated; WT, wild type. C) Structure of the MCM8 gene, mRNA, and protein and position of the variant. The structure of the
region of the transcript surrounding the variant and of the normal protein are shown below the genomic structure, the coding exons represented
as colored rectangles (references NM: 001281522 1). According to the “50-bp rule” (26), the pathogenic variant can cause degradation of the
corresponding mRNA if it is more than 50 bp upstream from the 3'exon-exon junction. Alternatively, this variant may yield a truncated protein
devoid of the 531 C-terminal residues (predicted mutated protein). The different domains are indicated: NHP, N-terminal hairpin; WA, walker A;
WB, walker B motifs for ATP hydrolysis; S1, sensor 1; 52, sensor 2; RF, arginine finger; WH, winged helix; N-C N-terminal to C-terminal linker, A, B,

and C structural domains. mRNA, messenger ribonucleic acid

was investigated in Belgium at age 39 years. Hormonal as-
says confirmed the diagnosis of POI with high FSH (36.3
IU/L) plasma concentration. LH (23 IU/L) plasma level was
high and anti-miillerian hormone was low (0.03pg/L). She re-
ported being diagnosed with hypothyroidism at age 12 years
in Turkey. A treatment was started, but medication adherence
was poor, and she stopped medication, showing no symp-
toms since the age of 22 years. Al TSH and T, levels available
from age 34 to 46 years were within normal ranges. There

were persistent high levels of anti-TPO antibodies (145 IU/
mL; normal < 30 IU/mL) (see Table 1). At the age of 46 years,
a total thyroidectomy was performed due to a multinodular
goiter, and histology confirmed benign lymphocyte thyroiditis.
The mother also suffered from Behcet disease and was treated
for 1 year with colchicine at age 34 years. One brother (IIL.5)
and 2 sisters (II1.3 and I11.4) also developed Behcet disease. In
addition, her sister III.3 was treated at the age of 46 years for
breast cancer with a good clinical outcome.
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WES and homozygosity mapping

Exome analysis was performed on genomic DNA ex-
tracted from the peripheral blood of the proposita (IV.2)
and her mother (II.2). Library preparation, exome cap-
ture, sequencing, and data processing were performed by
IntegraGen SA (Evry, France) according to their in-house
procedures (10). Data analysis was performed as described in
heddar et al (19). Briefly, exon enrichment was performed on
600 ng of DNA, using the Agilent SureSelect Human All Exons
kit version CRE (Agilent Technologies, Santa Clara, USA).
Exon-enriched libraries were subjected to a 75 bp paired-end
sequencing on a HiSeq2500, according to the manufacturer’s
protocol. Reads alignment to the human reference genome
(GRCh38) and variant calling were performed using the
Illumina pipeline (CASAVA 1.8.2). Variant annotation was
performed using the Ensembl Variant Effect Predictor Tools.
The variants were filtered using SIRIUS, an IntegraGen
in-house pipeline platform. Homozygosity mapping of the
proband and her mother using HomozygosityMapper was
performed (20).

CORART

Figure 2. Pilomatricomas in the proposita. Pilomatricomas appear as papular, palpable bluish lesions. A and C: leg and foot. B and D: arm and
forearm.

Sanger genomic sequencing
Relevant pathogenic variant detection was confirmed by
direct genomic Sanger sequencing of MCMS using the follow-
ings pair of primers:
S“TTGCAGAAACCATCCAAAGTAAGT-3"
5'-GAGGTTCAGGAGCATCTTAGAAA-3!

Chromosome breakage analysis

To confirm the functional impact of the MCMS$ nonsense
variant, we performed chromosomal breakage studies. Epstein-
Barr virus (EBV)-immortalized lymphoblastoid cell lines
derived from the patient, her mother, and a healthy woman
as control were established at the Institute of Pathology and
Genetics, Gosselies, Belgium, following a standard in-house
protocol. EB V-immortalized cells were cultured under standard
conditions for karyotyping. DNA damage was induced using
mitomycin C (MMC, Sigma) added for 72 hours according
to the in-house protocol of the laboratory specialized in the
diagnosis of Fanconi anemia in our University (Department
of Medical Biology and Pathology, Gustave Roussy, Villejuif,
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Clinical and Biological Studies of the POI Family

Table 1.

Ovarian

BMI

(kg/m?)

Evaluation (Height cm/

surface
Size R/L
(mm’

Anti-
TPO

T4
pmol/L

TSH
mU/L
0.889

DHEA PRL

D4
(ng/dL) (ug/dL) ng/mL

170HP

T
nmol/L

InhB
ng/L

E2 AMH
ng/L

LH
/L
23

HC
cm FSH

(sD)
50
(-3

Age at

IU/mL

ng/mL

Hg/L

/L
110.5

Cycles (Years) weight kg)

PA

Case

37 not
visualized

16.2

85

<10 017 018

<0.1

141
(133/25)

14

Proposita

10114

45
142

77 154 158
1.85
1.51

104

30

316 <5 <0.1 <95 0.10
120
142

106
595

15
21

15:1

0.40
0.66

<0.1

266

14.8

195

199

22 205 55 47 58 1A 163 0.55
149.3/45.7

Regular

Sister

()

menses

233 74 <003 <01 <0.69 <30 <30 47 692 063 16.7 145 1827

363

SA

Mother

(0)

Normal plasma values: AMH: 2.2-6 8 ng/mL; testosterone: 0.4-2 nmol/L; 170HP: 10-100 ng/dL; D4: 40-410 ng/dL; DHEA: 35-430 ng/dL; PRL: 0.7-25 ng/mL; TSH: 0.3-4.2 mU/L; inhibine B: 10-320 ng/L,

T, 11.5-22.7 pmol/L; anti-TPO antibodies: N < 35 IU/mL. Respectively, follicular, ovulatory, luteal phases and menopause: FSH (IUA): (2.9-12), (6.3-24), (1.5-7),

153.5/60.3

(29 years)

(17-95); LH: (IU/L) (1.5-8), (9.6-80),

(0.2-6.5), (8-33); E2 (ng/L): (19.5-144 2), (63.9-356.7), (55.8-214.2), (< 32.2)
Abbreviations: 170HP, 17 hydroxyprogesterone; AMH, anti-mullerian hormone; BMI, body mass index; D4, delta4 androstenedione; DHEA, dehydroepiandrosterone; E2, estradiol; FSH, follicle-stimulating

hormone; HC, head circumference; InhB, inhibine B; LH, luteinizing hormone; P, progesterone; PA, primary amenorrhea; PRL, prolactin; SA, secondary amenorrhea; T, testosterone; T, thyroxine; TPO,

thyroid peroxidase; TSH, thyrotropin; US, ultrasonography
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France) (10). For each sample, 3 conditions were tested:
without MMC (to analyze spontaneous damage), with 107 M
MMCG, and with 10 M MMC. Chromosomal breakages and
rearrangements were scored by an experiment cytogeneticist
on at least 20 metaphases.

Results

Exome sequencing and Sanger
sequencing results

Exome sequencing was performed on peripheral
blood DNA from patient IV.2 and II1.2, her mother
(Fig. 1A). All exome metrics are summarized in Table 2.
Briefly, across the 2 exomes, we obtained an average of
6 Gb of sequences with more than 99% of mappable
reads and a mean depth of 75x. More than 90% of bases
were covered to a minimum depth of 25x, and the Q
score was above 30 for most reads (>95%). First, vari-
ants with coverage less than 5x and/or Q score below
20 were filtered out. Then, variations were filtered in
the last updates of the following human variation data-
base using a minor allele frequency (MAF) of 1%:
1000 Genomes; ExAC, EVS and GnomAD (exome and
Genomes). In this consanguineous family, a recessive
genetic transmission was expected with pathogenic vari-
ants homozygous in the patient and heterozygous in the
mother. Among a total of a 45212 variants sequenced
with a coverage of at least 5X, 111 have an MAF < 1%,
are located in coding sequences or in splicing regions,
fit the criteria of pathologic variant using in silico pre-
diction tools with Varsome website, and fulfill an auto-
somal recessive transmission (Table 3 and in heddar et al
(21) among the 111 variants, 36 variants can be exclu-
ded because of their presence in our control in-house
database of fertile women. Of the 75 remaining variants,
31 are synonymous variants without impact on splicing,
and 28 correspond to false positives by careful examin-
ation of the BAM. Five out of the 16 variants are ruled
out with M-CAP and CADD scores. Therefore, the 11

Table 2. Whole Exome Sequencing Metrics in the
Family With MCM8 Mutation

WES Metrics Mother (1110.2)  POI (IV0.2)
Gbases 6.4 5.6
Nurnber of reads (millions) 96 8.4

% Alignment 99.2 99.3

% Mismatch rate R1 0.16 0.16
% Mismatch rate R2 0.37 0.35
% >Q30 bases 95.5 95.6
Mean quality score 39 39
Mean depth (X) TT A F2

% of bases covered at 25X 9.6 90.8

Abbreviations: POI, primary ovarian insufficiency, WES, whole exome
sequencing
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Table 3. Whole Exome Sequencing Variant
Filtering in the Family With MCM8 Mutation

Variant Filters Number of Variants

Filter "PASS” 45515
Minimum depth at variant = 5 45212
Homozygous in patient and 5381
heterozygous in mother
In protein coding gene 2236
In coding sequence or splice 2005
MAF < 1% (EXAC) 11
Not homozygous in fertile controls 75
Not synonymous 44
Careful examination with IGV 16
CADD > 20, MCAP > 0.025 1

Abbreviations: CADD, combined annotation-dependent depletion;
EXAC, variant database; IGY, integrative genomics viewer; MAF, minor
allele frequency; MCAP, Mendelian clinically applicable pathogen-
icity; PASS, variants with satisfactory Next Generation Sequency quality
criteria (Q score > 20)

remaing variants are detailed in heddar et al (21). The
only relevant gene with a deleterious impact variant and
a known role in ovarian function according to existing
animal model and pathophysiology in humans is the
MCMS variant. There is no other homozygous patho-
genic variant in another gene in tandem that could ex-
plain the patient’s extraovarian phenotype (intrauterine
growth retardation, small stature, and pilomatricomas).
The MCMS8 variant was a nonsense variant in exon 9
of MCM8 (NM _001281522.1:¢0.925C »T), yielding
either a truncated protein p.R309* deleted of the last
531 residues of MCMS8 or a degradation of the corres-
ponding transcript by a nonsense-mediated mRNA decay
(NMD) (Fig. 1b and 1c¢). This nonsense variant was re-
corded in dbSNP as rs201115244. It was absent in all
population variant databases (1000 Genomes Project,
ESP6500, ExAC) but was reported in one male and one
female at the heterozygous state in the GnomAD data
base. The MAF was of 8.13e-5 (2/246146 alleles).

Sanger genomic sequencing in the family confirmed
the presence of the nonsense variant (c0.925C >T;
p. Arg309%), homozygous in the patient and hetero-
zygous in both parents. The healthy older sister was
heterozygous for the allelic variant. The maternal aunt
(II1.3) who developed breast cancer inherited both wild-
type alleles (Fig. 1A).

Autozygosity mapping has been performed in the pa-
tient and her mother using HomozygosityMapper (20). As
shown in heddar et al (21), various homozygous regions
can be highlighted in several chromosomes in the patient,
with MCMS8 being located on chromosome 20. By con-
trast, no homozygous regions are found in the mother ex-
cept in chromosome 4, with a low score and not shared in
her daughter (21). Furthermore, as shown in heddar et al

Novel Phenotype of Syndromic POI With MCAM8 Mutation

J Clin Endocrinol Metab, June 2020, 105(6):1-10

(21), no relevant homozygous pathogenic variant could
be detected in the mother. This confirms that the mother
does not originate form a consanguineous marriage and
excludes a pseudodominance mode of inheritance.

Chromosomal instability studies

EBV-immortalized cell lines derived from the pa-
tient, her mother, and a healthy control were exposed to
MMC to study chromosomal instability. No spontaneous
chromosomal breakage was observed in the 3 samples in
the absence of MMC. At 107 M MMG, few breakages
were observed in the patient’s cells but not in the mother’s
cells and the control’s cells. At 107 M, the patient’s cells
showed 2 times more breaks per cell when compared with
her mother's cells. The mother’s cells exhibited 5 times
more breaks per metaphase when compared with the
control’s cells. Furthermore, more aberrant metaphases
were observed in the patient’s cells compared with her
mother’s cells and with the control’s cells. (Fig. 3A).

Discussion

Recent advances in the genetics of POI with the use of
WES have highlighted a growing role for meiosis and
DNA repair genes, including MCM8&/9 (6, 7). However,
these genes have been identified most often in single or
rare families. Minichromosome maintenance (MCM)
proteins are a group of 10 highly conserved proteins in-
volved in DNA replication (22). MCMS8 and MCM9
form a heterodimer that has an important role in DNA
replication, homologous recombination, DNA double-
strand break repair, and also has recently been impli-
cated in mismatch repair (MMR) (22-25).

In the present study, we identified by WES a novel non-
sense (c0.925C > T; p.R309%) variant in exon 9 of the
MCMS8 gene in a Turkish consanguineous family with
POI. This novel variant may yield a truncated protein
deleted of the 531 C-terminal residues or a degradation
of the corresponding mRNA by NMD. According to the
“50-bp rule” established in 1998 (26) and confirmed by
large transcriptomic analysis in humans (27), the aber-
rant mRNA should undergo NMD if the stop codon is
located more than 50 to 55 nucleotides upstream of the
3'exon-exon junction. As shown in Figure 1, the non-
sense variant of MCMS& detected in our patient is lo-
cated 102 bp upstream of the exon 9/exon10 junction.
Therefore, it is very likely that the aberrant transcript
would be degraded by NMD.

In our study, we show that EBV-derived
lymphoblastoid cells from the proband exhibited higher
MMC-induced breaks per cell with complex rearrange-
ments when compared with a control. These findings
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Figure 3. Chromosomal instability studies. (&) Spontaneous and mitomycin C-induced chromosomal breakage in lymphoblastoid cell lines
from the patient, her mother, and a healthy control. A minimum of 20 metaphases were scored for each sample. (B) Examples of MMC-treated
metaphases from the patient, her mother, and a control with 10 M MMC. Arrows indicate breaks and chromosomal rearrangements. MMC,

mitomycin; POI, primary ovarian insufficiency.

support a causative role for the MCMS$ variant in the
POI of the proband.

Until now, 4 MCMS§ biallelic homozygous patho-
genic variants impairing MCMS8 function have been de-
scribed in 3 consanguineous families (7, 28, 29). In all
cases, the phenotype described was primary amenorrhea
with lack of pubertal development. When available (2/3
cases}, ultrasonography revealed an infantile uterus with
streak gonads. MMC-induced chromosomal instability
was found in cells derived from the patients (7, 28, 29).
The reproductive phenotype in our patient is in line with
the previously reported patient with primary amenorrhea
lack of pubertal development, and streak ovaries. In one
family, hypothyroidism was noted (7). However, the main
difference with previous observations is that our patient
had a syndromic POI, including small stature and mul-
tiple pilomatricomas. Interestingly, in families harboring
MCMS9 pathogenic variants (6, 30, 31) syndromic POI
with short stature was also observed (6). Since MCM$8
and MCMY form a stable complex and the absence or
low concentration of 1 of the 2 partners destabilizes the
heterodimer (32), similar functional consequences are

expected. The birth weight of the older sister is 2500 g

according to the mother, and therefore she could be
considered born small for gestational age. However, we
have no information on the exact term of pregnancy in
Turkey and no medical information could be obtained.
Furthermore, the postnatal growth of the sister was
normal as her final height is similar to her mother's
{153 cm). On the contrary, the patient has a growth curve
lower than that of her sister, and she catches up to the
familial height only after GH therapy and pubertal in-
duction. It is known that short stature is associated with
other DNA repair disorders and especially with POI with
MCMS9 defects {6). Furthermore, our patient developed
multiple pilomatricomas in childhood. Those are be-
nign tumors derived from hair follicles, either isolated
or in multiple forms (33). Multiple pilomatricomas are
often associated with other syndromes such as Gardner
or Turner syndromes (33-35). We ruled out both affec-
ton with normal karyotype and rectosigmoidoscopy, in
addition to a careful examination of all APC variants
detected in the patient (Table 4). Interestingly, constitu-
tional mismatch repair deficiency, a rare disease related
to biallelic germline mutations in MMR genes (MLH1,
MSH2,MSH6 or PMS2), was described in 4 patients
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Variants in APC Detected by Whole Exome Sequencing in the Patient and Her Mother (NM_000038.5)

Table 4.

Heddar et al
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Frequency of each variantin 1000 Genomes (1000G) and ExAC databases is reported

Abbreviations: cDNA, complementary deoxyribonucleic acid; MAF, minor allele frequency; Ref, reference base; SIFT, sorting intolerant from tolerant; SNF, single nucleotide polymorphism,; Var, variant base
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displaying multiple pilomatricomas (33, 36, 37). As
MCMS is also involved in the MMR pathway, in the
same way, biallelic alterations of MCM& are also ex-
pected to be associated with pilomatricomas. This ob-
servation therefore corresponds to a novel phenotype
associated with MCM8 variant and illustrates the pheno-
typic variety of patients carrying mutations of this gene.

SGA or IUGR is a frequent manifestation found in
some chromosomal breakage syndromes like Bloom
syndrome or Fanconi anemia, as in our patient. Qur
observation, combined with previous reports, confirms
that DNA damage is a driver for growth delay and may
explain IUGR in chromosome instability syndromes
(38). GH therapy is used in short children born SGA
without catch-up growth. They correspond to a hetero-
geneous group. Currently available data do not indicate
any increase in cancer risk during or after GH therapy
(39). However, in some disorders such as in chromo-
somal breakage syndromes and DNA repair disorders,
GH therapy is contraindicated because patients have an
increased risk to develop cancer at a younger age. In
these cases, GH may stimulate malignant cell growth
(the SAGhE European cohort study) (39). Our patient,
SGA, was treated during adolescence with GH without
knowing that she had chromosomal instability. This
may not be uncommon. Similar to recommendations for
other chromosomal breakage syndromes such as Bloom
syndrome (17, 38), our observation highlights the ne-
cessity to perform genetic analysis of MCMS8 before
starting GH therapy in adolescents presenting with POI
with small stature and normal karyotype in a familial or
consanguineous context (17, 38).

The heterozygous mother developed secondary
amenorrhea at the age of 29 years. In the mother,
MMC induced an intermediate but significant increase
of chromosomal breaks when compared with a con-
trol, and complex chromosomal rearrangements were
observed (Fig. 3). In previously reported families with
pathogenic MCM8 or MCM9 pathogenic variants, al-
tered DNA repair ability was also observed in the het-
erozygous mothers, but they did not develop POI (6,
7, 28, 29). In this observation, the mother presented
apparently transient hypothyroidism related to auto-
immune thyroiditis and Behcet disease treated by colchi-
cine. The presence of these environmental factors may
explain the difference with the reported heterozygous
carriers of MCM& pathogenic variants. Indeed, these
factors, especially autoimmunity, might have played an
additive role to alter ovarian function. Such heterozy-
gous carriers of MCM8 pathogenic variants should have
fertility preservation to avoid precocious depletion of
the follicular pool, particularly in the presence of other
environmental factors.
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Mice deficient in Mcm8 or Mcm9 developed ovarian
tumors or hepatocellular carcinoma (32, 40). This is
expected as both proteins are involved in DNA re-
pair and MMR. However, the link between MCMS§-
9 variants and tumor/cancer is unclear in humans.
The screening of a large Australian cohort of more
than 100 patients with Lynch-like syndrome failed
to identify clearly pathogenic variants of MCM9
(41). Furthermore, a homozygous nonsense MCM9
variant was found in 2 sisters with POI and hereditary
colorectal cancer (31). However, the 2 sisters also har-
bored 2 compound heterozygous variants of MUTYH,
a known gene causing colorectal cancer (31). Our pa-
tient had pilomatricomas. This is the first report of tu-
mors associated with MCM8/9 pathogenic variants in
humans. Long-term monitoring of such patients should
be discussed in a multidisciplinary team.

In conclusion, we report a novel phenotype asso-
ciated with a homozygous mutation of MCM8 com-
bining POI, IUGR, postnatal short stature, and multiple
pilomatricomas. This observation has wide implication
in the management of patients with POl and SGA and/or
small stature. Mutations of MCM& should be searched
before starting GH therapy in such cases, in a familial or
consanguineous context, and similarly to other chromo-
somal breakage syndromes. On the other hand, het-
erozygous carriers of pathogenic MCM8 variant may
develop POI with SA in the presence of additional ex-
ogenous factors. An appropriate management and even-
tual fertility preservation have to be discussed. A long
follow-up of such patients may contribute to better esti-
mate cancer risk in this population and to draw clinical
guidelines.
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Confirmation de [P'implication de STAGS3, le
premier gene de méiose de I'lOP dans une
famille Caucasienne non-consanguine

Article 3: Novel STAG3 mutations in a Caucasian family with
primary ovarian insufficiency
Abdelkader Heddar, Philippe Dessen, Delphine Flatters, Micheline Misrahi
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3.3 NoVveEL STAG3 MUTATIONS IN A CAUCASIAN FAMILY WITH PRIMARY
OVARIAN INSUFFICIENCY.

Mol Genet Genomics. 2019 Dec;294(6):1527-1534. doi: 10.1007/s00438-019-01594-
4

STAG3 fait partie du complexe cohésine
indispensable au bon alignement des
chromosomes (Figure 12). Ce complexe
cohésine est indispensable a la fois au niveau

des cellules somatiques mais également des

cellules gonadiques. Il est composé également RAD21 STAG1
RAD21L STAG2
d’autres protéines a savoir SMC1a/SMC18 et REC8 STAG3

SMC3 en plus de RAD21/REC8 ou Figure 12: le complexe cohesine. En
rouge les proteines spécifigue de la
RAD21L(Hopkins et al., 2014) (Figure 12). Ce  meiose. Adaptée de Hopkins et al., 2014
complexe forme un anneau autour des chromatides sceurs pour les maintenir
ensemble pendant la mitose et la méiose (Figure 12). Alors que SMC1a et RAD21 sont
présentes a la fois dans les cellules méiotiques et mitotiques, SMC13, RECS8 et
RAD21L ne sont présentes que dans les cellules méiotiques. De la méme facgon,
STAGL1/2 sont présentes dans les cellules somatiques, tandis que STAG3 n’est
présente que dans les cellules germinales. En effet, les études d’expression ont révélé
gue STAGS3 est exprimée exclusivement au niveau des cellules germinales a la fois
dans l'ovaire et le testicule. STAGS3 est 'un des premiers génes notamment de méiose,
impliqué dans les IOP isolées. En effet, une mutation tronquante homozygote de

STAGS3 qui ségrége avec le phénotype d’'IOP a été identifiée dans une grande famille

consanguine d’origine Palestinienne dans laquelle 4 sceurs présentant une IOP
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(Caburet et al., 2014). Une patiente de cette famille avait développé une tumeur
ovarienne (Caburet et al., 2014). Le modele murin correspondant est également stérile
a la fois chez la souris méale et femelle (Caburet et al., 2014; Hopkins et al., 2014).
Avant la publication de notre article, et depuis cette premiére description, uniguement
trois autres mutations bi-alléliques, toutes tronquantes, ont été décrites dans des
familles consanguines avec IOP (Le Quesne Stabej et al., 2016; Colombo et al., 2017;
He et al., 2018a). Une autre observation rapporte une seule patiente avec IOP et deux
variants tronquants présumés a I'état hétérozygote composite, en l'absence de

prélevement des parents (Franca et al., 2019).

Dans cet article, Nous avons rapporté et discuté l'impact fonctionnel de la
premiére mutation faux-sens non tronquante de STAG3 dans une famille non-
consanguine (Heddar et al., 2019a). Il s’agit d’'une famille d’origine Francaise dans
laquelle deux sceurs ont présenté une |IOP caractérisée par une ameénorrhée primaire
avec absence de développement pubertaire. Le diagnostic a été fait respectivement a
I age de 13 et 17 ans. Leur mere ne présentait pas de trouble du cycle avant 40 ans
et a été ménopausée a 51 ans. Les explorations de premiere intention avec caryotype
et recherche de prémutation du gene FMR1 sont revenues normales et le bilan auto-
immun est négatif. L’étude d’exome comparatif entre celui des deux sceurs et de leur
mére nous a permis de mettre en évidence deux variants du gene STAG3 a l'état
hétérozygote composite. Le premier variant pathogéne, d’origine paternelle, est une
délétion d’un seul nucléotide dans l'exon 28 : NM_001282716.1: c.3052delC :
p.Arg960Aspfs*14 situé dans I'extrémité C-terminale. Le transcrit résultant serait soit
dégradeé par le mécanisme NMD ou vraisemblablement a l'origine d’'une protéine

tronquée. Le deuxieme variant probablement pathogene est une substitution faux-sens
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dans l'exon 7: NM_001282716.1: c¢.659T>G: p.Leu220Arg a [lorigine du
remplacement d'une leucine, un acide aminé non polaire, par une arginine, un acide
aminé polaire, en position 220. Cet acide aminé est situé dans le domaine STAG de
la protéine hautement conservé chez les mammiferes et le poisson zébre. Cette
variation est prédite comme étant délétere par tous les logiciels de prédiction bio-
informatiques. Les deux variants sont décrits a I'état hétérozygote uniquement dans la
base de données GnomAD exome avec une fréquence trés faible (respectivement
3.23e-05 et 4.06e-06). Le phénotype des deux patientes est tres concordant avec celui
rapporté dans la littérature mais également avec le modele murin. En effet, toutes les
patientes porteuses de mutation bi-allélique de STAG3 présentaient une aménorrhée
primaire avec absence de développement pubertaire (Caburet et al., 2014; Le Quesne
Stabej et al., 2016; Colombo et al., 2017; He et al., 2018a). L’'examen échographique,
guand il est effectué, révele toujours un utérus infantile avec des ovaires atrophiques,
voire invisibles. Chez la souris, I'étude histologique a révélé que les souris stag3-/-
présentaient une absence tres précoce de follicule ovarien, indiquant une dysgénésie

ovarienne sévere et trés précoce (Caburet et al., 2014).

Dans cette observation, nous avons rapporté la premiére implication de ce géne
dans une forme non-consanguine d’lOP et confirmons ainsi I'implication de ce géne

dans différentes ethnies.

Apres la publication de notre article, d’autres observations ont rapporté d’autres
variants exclusivement bi-alléliques de STAGS3 a l'origine d’'une IOP (Xiao et al., 2019;
Jaillard et al., 2020; Demain et al., 2021; Eskenazi et al., 2021; Mellone et al., 2021;
Akbari et al., 2022; GOmez-Rojas et al., 2022; Tucker et al., 2022a). De plus, dans

notre grande cohorte publieée réecemment (Heddar et al., 2022b) (cf. plus loin), nous
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avons identifié 5 variants supplémentaires a savoir un délétion hétérozygote emportant
les exons 7-15 de STAG3, deux variants tronquants, un variant faux sens et une
délétion en phase homozygote chez 5 patientes dont deux sceurs. Ainsi, on compte a
ce jour au total 25 variants de STAG3 rapportés (10 variants tronquants, 7 variants
faux-sens, 3 délétions en phase, 2 variants d’épissage, 2 délétions intra géniques
emportant totalement ou partiellement STAG3) et décrits chez 27 patientes ayant des
origines ethniques différentes. Comparé aux autres génes impliqués dans I'lOP, qui
sont souvent rapportés dans des familles ou des patientes isolées, on peut considérer
aujourd’hui STAG3 comme I'un des génes les plus souvent retrouvé muté dans I'lOP.
Il n’existe pas de corrélation entre la sévérité du variant et le phénotype des patientes.
En effet, chez toutes les patientes rapportées, et ce quelque soit le génotype et le type
du variant de STAGS3 (troncature homozygote, délétion en phase homozygote, variant
faux-sens homozygote), le phénotype est identique a savoir une aménorrhée primaire
avec des ovaires atrophiés voire invisibles et une absence de développement
pubertaire. Ce phénotype est toujours concordant avec I'observation initiale (Caburet
et al., 2014) et celle de nos deux patientes (Heddar et al., 2019a) mais également avec

le modele murin (Caburet et al., 2014).

D’une fagon intéressante des études récentes rapportent I'implication de
STAG3 dans l'infertilité masculine (Riera-Escamilla et al., 2019; van der Bijl et al.,
2019; Jaillard et al., 2020; Liu et al., 2021; Akbari et al., 2022). Il existe en effet des
familles dans lesquelles ont été décrites a la fois une IOP et une azoospermie non
obstructive (Jaillard et al., 2020; Akbari et al., 2022). Le conseil génétique dans I'lOP
doit donc inclure la recherche d’antécédent d’infertilité masculine mais également doit

étre pris en compte dans I'enquéte familiale une fois la mutation décrite.
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L’expression exclusive de STAG3 dans les cellules germinales peut expliquer
'absence de manifestation somatique chez les patientes avec des mutations de ce
gene contrairement aux altérations des autres génes codant d’autres sous-unités du
complexe cohésine. Par exemple, les mutations hétérozygotes du géne NIPBL sont
responsables du syndrome de Cornelia de Lange, une cohésinopathie, caractérisée
par une déficience intellectuelle, une dysmorphie caractéristique et une atteinte multi
organe. Les mutations de STAG2 impliquées dans des formes syndromiques de
déficience intellectuelle ou ont une valeur pronostique dans certains types de tumeurs.
En effet, il a été démontré que les mutations somatiques du géne STAG2 augmentent
le taux d’aneuploidie des cellules tumorales (Solomon et al., 2011). Cependant, parmi
les 27 patientes présentant une IOP et deux variants bi-alléliques de STAG3, une seule
patiente avait développé une tumeur ovarienne (Caburet et al.,, 2014). Le lien de
causalité entre l'altération moléculaire de STAG3 et le développement de la tumeur
ovarienne chez cette patiente n’est pas clairement établi. L’appréciation du risque de
malignité chez les patientes avec IOP et mutation bi-allélique de STAGS3 est difficile &
évaluer a ce jour. Un suivi a long terme de ces patientes permettra de mieux apprécier
ce risque tumoral. Cependant, la surveillance des tumeurs de I'ovaire constitue un défi
sur le plan clinique et radiologique. Il reste néanmoins prudent de discuter une
surveillance de ces patientes par imagerie non invasive ou bien de réaliser une
ovariectomie prophylactique. En effet, les ovaires de ces patientes sont dépourvus de

follicule et donc non fonctionnels.
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Abstract

Primary ovarian insufficiency (POI) affects ~1-3, 7% of women under forty and is a public health problem. Most causes
are unknown, but an increasing number of genetic causes have been identified recently. The identification of such causes
is essential for genetic and therapeutic counseling in patients and their families. We performed whole exome sequencing
in two Caucasian sisters displaying non syndromic POI and their unaffected mother. We identified two novel pathogenic
variants in STAG3 encoding a meiosis-specific subunit of the cohesin ring, which ensures correct sister chromatid cohesion:
a ¢.3052delC truncating mutation in exon 28 yielding p.Arg1018Aspfs*14, and a ¢.659T > G substitution in exon seven
yielding p.Leu220Arg. Leu220, highly conserved throughout species, belongs to the STAG domain conserved with other
mitotic subunits of the cohesion complex STAG1 and 2. In silico analysis reveals that this substitution markedly impacts the
structure of this domain. The truncation removes the last 206 C-terminal residues, not conserved in STAG1 and 2, support-
ing an important specific role in STAG3, especially meiosis. This is the first occurrence of STAGS mutations in a Caucasian
family. Very little is known about the function of STAG proteins domains. The “knock out-like” phenotype described here
supports the crucial role of a single residue in the STAG domain and of the C-terminal region in STAG3 function. In conclu-
sion, this observation shows the necessity to perform the genetic study of POI worldwide including S7TAGS5. This could lead
to appropriate genetic counseling and long term follow-up since these patients may develop ovarian tumors.

Keywords Primary ovarian insufficiency - STAG3 - Meiosis - STAG domain - Whole exome sequencing - Mutation -
Genetics

Introduction

Communicated by Stefan Hohmann.
Primary ovarian insufficiency (POI) is defined by amenor-

rhea or oligomenorrhea over 4 months with elevated fol-
licle stimulating hormone (FSH) > 25 U/l in women under
40 years (Huhtaniemi et al. 2018). A very recent meta-anal-
ysis revealed that the prevalence of POl is 3.7% worldwide
{Golezar et al. 2019). POI is associated with a significant
morbidity due in part to steroid hormones deficiency: an
increased risk of osteoporosis and fractures, overall cardio-
vascular diseases, type 2 diabetes and total mortality has
been described. A premature decline in cognitive function
and mood disorders have also been described (Huhtaniemi
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et al. 2018; Golezar et al. 2019). This makes this condition
a public health problem (Golezar et al. 2019). POI is often
diagnosed too late, generating severe irreversible conse-
quences for fertility and well-being of the affected women.
Other extra-ovarian morbidities are direct consequences of
specific causes of syndromic POI (Huhtaniemi et al. 2018).
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About one-third of POl is considered to be of genetic origin
and there is a high genetic heterogeneity. Most causes are
unknown but recently an increased number of genetic causes
have been identified especially by whole exome sequencing
(WES). The genetic diagnosis of POI is critical not only to
establish the cause of patients’ infertility and to perform
genetic and therapeutic counseling within the family but
also to search for co-morbidities associated with specific
gene defects. Recently, genes involved in DNA repair and
meiosis have been shown to cause POI (Smirin-Yosef et al.
2017; Huhtaniemi et al. 2018; Zhou et al. 2018; Zhang et al.
2018). It has been shown that tumor or cancer predisposi-
tions are associated with mutations of such genes (Caburet
et al. 2014; Wood-Trageser et al. 2014; AlAsiri et al. 2015;
Fouquet et al. 2017; Weinberg-Shukron et al. 2018).

Up to now, more than 60 genes have been reported to
cause POI (Huhtaniemi et al. 2018). However, they have
been found at most in one or two families, and in specific
populations. They require replication in independent stud-
ies (Smirin-Yosef et al. 2017; Huhtaniemi et al. 2018; Zhou
et al. 2018; Zhang et al. 2018). As mutations of meiosis/
DNA repair genes may also be implicated in tumor/cancer, it
is, therefore, very important to confirm their involvement in
the etiology of POI and to know the prerequisite that should
lead to their study.

Patients with POI may have primary amenorrhea (PA) in
combination with delayed puberty, or secondary amenorrhea
(SA) occurring after regular menarche for a variable period
of time. Although many iatrogenic (chemotherapy, surgery,
or irradiation), autoimmune, or viral factors can cause POI,
more than 70% of cases remain idiopathic (Huhtaniemi et al.
2018).

Mutations of STAG3 (stromal antigen 3), which encodes
a meiosis-specific subunit of the cohesin complex involved
in sister chromatids pairing, were identified in rare Middle-
eastern and Asian POI (Caburet et al. 2014; Le Quesne Sta-
bej et al. 2016; Colombo et al. 2017; He et al. 2018). Here,
we report the first Caucasian family with two sisters present-
ing a severe phenotype of non-syndromic POI including PA,
lack of puberty and streak ovaries, with novel biallelic muta-
tions in STAG3. This observation further supports the crucial
role of meiotic genes in ovarian pathophysiology. STAG3 has
to be studied in all unexplained POI with PA worldwide for
genetic diagnosis and appropriate monitoring in the long
term since such patients could also develop ovarian tumors,
as shown by a previous POI case and by the rodent knock out
model. The novel mutations identified highlight for the first
time the crucial role of a residue within the STAG domain
and of the C-terminus in STAG3 function.
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Patients and methods
Medical history and clinical data

Informed consent was obtained from the patients and all
institutions involved in the study. The pedigree of this
Caucasian family is presented in Fig. 1. The proposita
was referred at 13 years for PA and lack of pubertal devel-
opment. She measured 1 m 46 (— 1.5 DS) and weighed
35kg (-2 DS). Her body mass index (BMI) was 16.4 kg/
m?. Physical examination revealed an absence of breast
development and no other clinical sign. Hormonal assays
confirmed POI with high FSH (86 UL/l) and luteinizing
hormone (LH) (27.5 UI/1) and low estradiol (E2) (<3 pg/
ml) plasma levels. Ovarian antibodies were undetectable,
and karyotype was 46, XX. FMRI premutation screening
was negative. Pelvic ultrasonography (US) showed a small
uterus with streak ovaries. Hormone replacement therapy
was started. The last clinical examination at 29 years
old in another center confirmed POI without any other
clinical sign. She measured 1 m 68 and weighted 49 kg
(BMI=17.6 kg/m?).

Her younger sister was seen at 17 years of age in
another center for lack of pubertal development and PA.
Hormonal assays confirmed the diagnosis of POI. Hor-
mone replacement therapy was started. The last clinical
examination at the age 25 years does not reveal any par-
ticular complication. She measured 1.66 cm and weighted
55 kg (BMI=19.9 kg/m?). There was no familial history
of POI, autoimmune, or cancer diseases especially ovarian
tumors. The mother had menopause at the age of 51 years.

Exome and sanger sequencing

Exome sequencing was performed on genomic DNA
extracted from the peripheral blood of patients 1.2 (mother),
IL1 (proposita), and IL.2 (sister) (Fig. 1b). Library prepara-
tion, exome capture, sequencing, and data processing were
performed by IntegraGen SA (Evry, France) according to
their in-house procedures. Data analysis was performed as
described in (Fouquet et al. 2017). Briefly, exon enrichment
was performed on 600 ng of DNA, using the Agilent Sure-
Select Human All Exons kit version CRE (Agilent Technolo-
gies, Santa Clara, USA). Exon-enriched libraries were sub-
jected to a 75 bp paired-end sequencing on an HiSeq2500,
according to the manufacturer’s protocol. Reads alignment
to the human reference genome (GRCh38) and variant call-
ing were performed using the Illumina pipeline (CASAVA
1.8.2). Variant annotation was performed using variant effect
predictor tools. The variants were filtered using SIRIUS, an
IntegraGen in-house pipeline platform.
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Each exome was processed using the following bioin-
formatic filters: (i) variants with a read coverage of less
than 5% and a Qscore of below 20 were filtered out; (ii) we
filtered the variations against the 1000 Genomes Project

data set (May 2011, 20101123 release, http://www.1000g
enomes.org), the ESP cohort data set (ESP6500, http://
evs.gs.washington.cdu/EVS/) and GnomAD (cxome and
gcnome; http://gnomad.broadinstitute.org/) using an allelic

& Springer

118



1530

Molecular Genetics and Genomics (2019) 294:1527-1534

frequency filter of 0.01. In the absence of consanguin-
ity in this Caucasian family, we tested the hypothesis of
compound heterozygous mutations transmitted in a reces-
sive model. Two pathogenic heterozygous variants in the
same gene, transmitted by both parents, would be present
in the POI patients. For missense variants, we used the fol-
lowing in silico prediction tools: SIFT, Polyphen, CADD
and FATHMM-MKL throw Varsome website (https://
varsome.com/) and M-CAP (http://bejerano.stanford.edu/
mcap/). The latter is a variant pathogenicity classifier of
rare missense variants that combines previous pathogenic-
ity scores with higher sensitivity (Jagadeesh et al. 2016).

Relevant pathogenic variants detected were confirmed by
direct genomic sanger sequencing of STAG3 using the fol-
lowings primers pairs:

5" — GACTACCCTCTCATAGCTCCAG — 3 and
5" — GGAAGAAGCAGGGAACACTC - 3’

5" — CCAACCAAGGGAAGGCATC — 3" and
5" — TCTCTATCCACCCACCAACT - 3’

In silico protein 3D structure analysis

For structural analysis of the missense variant, we used
MODELLER (v9.19) software to build a 3D model of
STAG3 wild-type and mutant as described (Sali and Blun-
dell 1993; Webb and Sali 2014). This software is based on
the satisfaction of spatial restraints of atoms and the compar-
ison between a given protein sequence (as target) with one
or more related proteins with known structures (templates).
It requires first alignments of target to templates sequences.
In our case, since the 3D model of STAG3 is not known,
we first performed the sequence alignment of STAG3 and
STAG?2 using EMBOSS program based on Smith and Water-
man algorithm (Rice et al. 2000). STAG?2 has two known
3D structures (PDB: 4PJU and 4PK7). Regions 154-1048
in STAG?2 and 112-998 in STAG3 shared 56.8% identity
(75.2% similarity). Then, we generated the STAG3 3D
model for the wild-type and the mutant proteins using the
STAG?2 PDB structure 4PJU as a template (Hara et al. 2014).
The ten best models were selected according to the DOPE
score (Shen and Sali 2006). Results for the wild-type and the
mutant STAG3 proteins are shown in Fig. 3.

Results

Exome sequencing allowed to detect two exonic vari-
ants shared between patient II.1 and patient II.2 (Supple-
mentary Tables 1 and 2). The first missense variant, also
found in the mother, is located in exon seven of STAGS3
(NM_001282716.1: ¢.659T > G; p.Leu220Arg) (Fig. 1b).
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This residue is located in the conserved domain among
all stromalin antigen (STAG) proteins (STAG1, 2 and 3)
(Figs. 1c, 3) (Pezzi et al. 2000, p. 3). This residue is remark-
ably conserved in all species throughout the evolution in all
STAG proteins (Fig. 3). The change is predicted pathogenic
by different predicting softwares (Table 3 in Supplemen-
tary data). The second pathogenic variant is a 1 bp-deletion
in exon 28 of STAG3 (c.3052delC; p.Argl018AspfsTer14)
yielding a truncated protein (Fig. 1c) devoid of the last 206
C-terminal residues.

The missense mutation was reported in dbSNP as
rs1289429589 with minor allele frequency (MAF) of 3.23e-
05 in the GnomAD genome database, which includes 15.496
whole genome sequences, and is absent from the 123,136
exome sequences of this database. The truncating mutation
has a MAF of 4.06e-06 in the Exome GnomAD database and
is absent from all other human variants databases.

Sanger sequencing confirmed the presence of the mis-
sense mutation in both patients and their mother (Fig. 1a).
The truncated mutation was transmitted from the father. The
brother inherited the two reference alleles (Fig. 1a).

In silico analysis revealed that STAG3 adopts a conforma-
tion very close to that of the dragon-shaped crystal structure
of STAG? (Hara et al. 2014) (Fig. 2A). Leu 220 localized
on helix nine at the N-terminal region is mainly involved
in hydrophobic interactions. The ten best models built with
MODELLER are superimposed in Fig. 2 (B and C). For the
wild-type STAG3 models, the positions of the Leu 220 side
chain are conserved in the ten models and this side chain
is in close contact with Leu 216 and Leu 242. When Leu
220 is substituted by an Arginine, disruption of interaction
with other hydrophobic residues in the vicinity is observed.
Indeed, according to the ten models, either Arg 220 side
chain is excluded from the helix loop and the two Leu 216
and 242 stay nearby (Fig. 2C-a) or the side chain points to
the two leucines that deviate (Fig. 2C-b).

Discussion

STAGS encodes the meiosis-specific subunit of the cohesin
complex that also contain SMC1a/SMC1/ and SMC3 in
addition to RAD21/REC8 or RAD21L (Nishiyama 2018).
The multiprotein cohesin complex forms a ring around sis-
ter chromatids to hold them together during mitosis and
meiosis. Whereas SMCla and RAD?21 are ubiquitous,
SMC1p, RECS8, and RAD21L are present only in meiotic
cells (Ward et al. 2016). STAG1/2 are present in mitotic cells
(Carramolino et al. 1997) whereas STAG3 is present only
in ovaries and testes (Pezzi et al. 2000; Caburet et al. 2014).
It is worth noting that the impact of STAG proteins muta-
tions is different in meiotic and mitotic cells. Indeed, while
mono-allelic inactivation of STAG3 appears to be tolerated
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Fig.2 Models of wild-type and mutant STAG3 proteins. A Car-
toon diagram of the wild-type (WT) STAG3 model on the left and
the same view at 180° on the right. The N-terminal region is circled
in blue. Leu 220 is labelled and represented in green sticks. B—C
Zoomed-in view of the N-terminal region of the WT STAG3 model
(left) and the mutant (Mut) STAG3 model (right). In B, the ten best
models for WT (left) and Mut (right) are superimposed. Leu 220 and

by meiotic cells, heterozygous loss of function mutations of
STAG1/2 have been linked to cohesinopathies characterized
by syndromic developmental delay (Mullegama et al. 2017;
Lehalle et al. 2017).

Until now, only two consanguineous Asian and two Mid-
dle-eastern families (Caburet et al. 2014; Le Quesne Stabej
etal. 2016; Colombo et al. 2017; He et al. 2018) with STAG3
defects have been reported. All these patients display iso-
lated POI with PA, lack of pubertal development, infantile
uterus and streak gonads as in our patient. This phenotype is
in line with that observed in the mouse model. Histological
analysis revealed that stag3-/- mice lack ovarian follicles
(Caburet et al. 2014). Our observation of the first Caucasian
family supports the study of STAG3 in all unexplained POI
with PA worldwide for genetic diagnosis and counselling.
Stag3-/- mouse females developed ovarian tumors (Caburet
et al. 2014; Fukuda et al. 2014; Hopkins et al. 2014). Caburet
et al. reported the presence of an ovarian tumor in relation

Arg 220

Leu 242

|

Arg 220 are represented in sticks, respectively, in green for WT and
in red for Mut. In C hydrophobic residues Leu 216 and Leu 242 are
shown in sticks and are in close contact with Leu 220 in WT models.
These contacts are disrupted in the presence of Arg 220 whose side
chain can adopt two distinct conformations: a directed to the other
side of the two leucines that remain close or b directed to the two leu-
cines that deviate (in Mut models)

with this biallelic inactivation of STAG3 in a Palestinian
family (Caburet et al. 2014). A regular ovarian monitoring
by the US should be recommended for these patients.

All previous mutations of STAG3 were large homozy-
gous truncating mutations. Therefore, no information
on the structure—function correlation of STAG3 could be
established. Here, using WES, we identified compound het-
erozygous mutations in STAG3. The first mutation resulted
in the replacement of a hydrophobic leucine (L), by a basic
arginine (R), at position 220 (L.220R). This residue is highly
conserved in STAG3 during the evolution and between
STAG], 2. This conservation, together with the “knock out-
like” phenotype observed in our patients, supports the func-
tional importance of this residue in all meiotic STAG3 and
also mitotic STAG proteins.

The second pathogenic variant was a 1 bp deletion
p-Argl018Aspfs*14 resulting in a premature stop codon
with a deduced truncated protein devoid of the last 206
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Fig.3 Comparison between STAG3 and STAGY2

. a Comparison
between STAG3 and STAG1 and 2. respectively. STAG3 is shown
in the middle, STAG2 on top and STAGI below. The two muta-
tions are indicated by a red line. Between STAG3 and STAG 1 and
2. respectively, the identity percentages of the sliding window of 11

AA are represented between white (0%) and black (100%). STAG
stromal antigene. STAG domain is represented in green and armadillo
(ARM)-type domain, which is predicted to interact with a nucleic

C-terminal residues (Fig. 1c). This region of STAG3 is not
conserved with STAG 1 and 2 (Fig. 3). This supports an
important specific functional role of this region in STAG3,
especially meiosis.

Recently, two truncating mutations ol STAG3 were
reported in a Brazilian POI (Franga et al. 2018). However,
the authors were unable (o confirm the compound heterozy-
gous status ol these variants in the absence of parent’s DNA.

Therelore, they could not demonstrate the implication of

STAG3 in the pathogenesis of the POL

All Stag3-/- male mice described to date are infertile
(Caburet ct al. 2014; Fukuda ct al. 2014; Llano ct al. 2014).
Very recently the first mutation of STAG3 was described in
aman with azoospermia (Ricra-Escamilla et al. 2019). This
observation is consistent with the mouse model and high-
lights the role of STAGZ in meiosis in both sexes.

In conclusion, we report the first implication of STAG3
in a Caucasian family with POIL. This observation has

wide impact in the genetic counseling and management of

patients with POI; (i) Screening of this gene and all meio-
sis/DNA repair genes involved in POI should be performed
in all unexplained POI worldwide with PA. (ii) Prolonged
monitoring of patients with STAG3 mutations should be
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acid or another protein, in purple. The diagrams of STAG are adapted
from (Pezzi et al. 2000) and from PFFAM (http://pfam.xfam.org/famil
y/PF08514). b Alignment of the three STAG (1, 2, 3) (on top) and
of STAG3 proteins in different species (below) focused in the STAG

domain using SeaView software (Gouy et al. 2010). The position of

the amino acid (lL.eu 220) mutated in our patients is showed by an
arrow

performed considering the risk of ovarian tumors. Further-
more, the two novel mutations of STAGS identified here
support the critical role of L.eu220 and of the C-terminal
part of STAG3 in cohesion function. Altogether, our work
supports the crucial role of the cohesin complex in ovar-
ian physiology and female reproduction worldwide. [.arger
studies and long term follow-up of POI patients harboring
biallelic mutations of STAG3 will allow us (o belter evalu-
ate the risk ol tumors in these patients.
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Premiere réplication de SPIDR, un nouveau
géne de réparation d’ADN dans une IOP isolée.

Article 4: A SPIDR homozygous nonsense pathogenic
variant in isolated primary ovarian insufficiency with
chromosomal instability
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3.4 A SPIDR HOMOZYGOUS NONSENSE PATHOGENIC VARIANT IN ISOLATED
PRIMARY OVARIAN INSUFFICIENCY WITH CHROMOSOMAL INSTABILITY

Clin Genet. 2022 Feb;101(2):242-246. doi: 10.1111/cge.14080. Epub 2021 Nov 9

SPIDR est un gene qui code une SPIDR

protéine identifiee récemment en 2013 RAD51 BLM

grace a des techniques de co-

RADS1- | double
. ;e . , . ssDMNA es=eed D- QOPS sesenep H'o"idﬂy
immunoprécipitation, par deux équipes il junctions
wn
qui recherchaient des partenaires ou des g §
molécules qui interagissent avec BLM ou Non-crossover products

. . Figure 13 : Modéle proposé pour la fonction
RAD51, deux protéines majeures de SPIDR dans la réparation de I'ADN.

Adaptée de Wang et al., 2013

impliquées dans la réparation d’ADN

(Wan et al., 2013; Yuan and Chen, 2013). En effet, Il a été proposé que la protéine
codée par SPIDR assure une connexion entre ces deux acteurs majeurs de la
réparation d’ADN (Figure 13) (Wan et al., 2013; Yuan and Chen, 2013). Néanmoins,
le réle précis de SPIDR est encore inconnu. Récemment, une famille consanguine
avec deux sceurs porteuses d’'une mutation homozygote de SPIDR a été rapportée
(Smirin-Yosef et al., 2017). Cependant, aucune étude cytogénétique n'a été réalisée,
et des résultats contradictoires sur l'impact fonctionnel de cette mutation in vitro ont
été obtenus a partir des cellules lymphoblastiques des deux sceurs (Smirin-Yosef et
al., 2017). En effet, la recombinaison homologue était augmentée chez I'une et
diminuée chez la deuxieme (Smirin-Yosef et al., 2017). Ainsi, aucune conclusion claire
sur le mécanisme d'action de SPIDR ou son réle dans I'lOP n'a pu étre obtenue
(Smirin-Yosef et al., 2017). Dans cet article, nous rapportons la premiere confirmation
de limplication in vivo de SPIDR dans I'lOP mais également des orientations
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fonctionnelles a partir de I'étude cytogénétique effectuée dans les cellules de la
patiente. En effet, chez une patiente issue d'une famille consanguine d’origine indienne
présentant une IOP isolée, avec aménorrhée primaire et absence de développement
pubertaire, nous avons identifi€ une nouvelle mutation non-sens homozygote de
SPIDR (c.814C>T; p.Arg272Ter). Cette mutation est responsable vraisemblablement
de la dégradation de 'ARN messager correspondant par le systtme NMD. Cette
mutation est tres rare dans les différentes bases de données et décrite uniquement a
I'état hétérozygote avec une fréquence de 3.68 x 10-° dans la base GhomAD Exome
et de 3.22 x 10° dans la base Kaviar. Sur le plan cytogénétique, nous avons démontré
gue les cellules de la patiente ont une fragilité chromosomique supérieure par rapport
a des cellules contrdles en présence d’un agent intercalant, la MMC. Ceci reflete une
réparation altérée de I'ADN double brin. Cependant, I'étude des échanges entre
chromatides sceurs, un test trés pathognomonique des altérations moléculaires dans
le syndrome de Bloom ou les syndromes apparentés, n'a pas montré d’anomalie (le
nombre des échanges entre chromatides était de 7 par cellule pour une valeur normale
de 10-14 alors que dans les cellules d’un patient atteint par le syndrome de Bloom, le
nombre d’échanges est supérieure a 30 voire peut atteindre 100 par cellule (Chaganti
et al., 1974). D’'une maniére intéressante, les cellules des souris déficientes Spidr-/-,
ont également, comme chez notre patiente, un nombre normal d’échanges spontanés
entre chromatides sceurs (Prakash et al., 2021). Dans cette derniére étude, les auteurs
ont généré des modeles murins invalidés de Spidr-/- qui sont viables mais avec des
ovaires et des testicules de petite taille (Prakash et al., 2021). De plus, des altérations
de la méiose au niveau de la lignée germinale masculine ont été notées (Prakash et
al., 2021). Cependant, il n’a pas été précise si les souris males et femelles avaient des

problémes de fertilité (Prakash et al., 2021). Notre étude permet de confirmer le réle
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de SPIDR dans I'lOP en agissant vraisemblablement via la voie de RAD51. Ceci
permet de proposer un suivi adapté a ces familles. D'autres études sont nécessaires,
y compris le dépistage moléculaire de grandes cohortes, pour mieux évaluer le risque
de tumeurs/cancers chez les patientes atteintes d’'une IOP secondaire a des défauts
moléculaires des génes de réparation de I'ADN, y compris SPIDR. Une information
adéquate et un suivi a long terme de ces patientes dans une équipe pluridisciplinaire
sont nécessaires pour détecter les éventuelles comorbidités. Par ailleurs ce gene a
été également impliqué dans linfertilité masculine chez deux patients (Alhathal et al.,

2020).
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Abstract
Primary ovarian insufficiency (POI), affecting 1% of women under 40 years is a public
health problem. Genes involved in meiosis/DNA repair were recently shown to be

U0 Kaf1y ST 98KCT tuasup K

the leading family of associated causal genes, some of them also cause tumors/can-
cers. Here, using targeted next-generation sequencing in an Indian POI patient with
primary amenorrhea and streak ovaries, we identified a novel homozygous nonsense
variant in exon 7 of SPIDR (KIAAO146) c.814C > T, R272* predicted to lead a

nonsense-mediated mRNA decay. SPIDR was recently identified by in vitro assays as
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patient's cells compared to a control. However, sister chromatid exchanges were nor-
mal in contrast to the sharp increase characteristic of the BLM pathway. This is the
first evidence of chromosomal instability associated with a SPIDR molecular defect,
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humans and its causal role in POI. Our study increases knowledge on the SPIDR func-

tion and has broad implications in the management of such patients.
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sister chromatid exchange, SPIDR
1 | INTRODUCTION high genetic heterogeneity. The meiosis/DNA repair gene family*

is a leading family of associated causal genes, comprising 70% of

Primary ovarian insufficiency (POI) affects ~1% of women under
40 years® frequently leading to definitive infertility. This is a public
health problem. To date ~70% of cases remain idiopathic.
Homologous recombination (HR) is an evolutionarily conserved
process essential to genome stability and cell viability in meiotic and
mitotic cells. Consequently, HR-deficient organisms generally share
genetic instability and sterility. The central components of HR are
RADS51, essential for meiotic and mitotic cells, and DMC1 specific for
meiosis. Several mediators and regulator molecules are critical for HR,
such as BRCA2, PALB2, and MCMB8/9. More than 80 genes causing
POI have been reported to date,* especially through next generation
sequencing (NGS), particularly whole exome sequencing (WES), with a

genes identified to date by WES in isolated POIl. We recently
showed that mutations of FANCM,? involved in the Fanconi anemia
(FA) pathway, and BRCA2, a major gene involved in breast and
ovarian cancers, also cause fully isolated POL® Furthermore, we
have shown that mutation of MCM8, a DNA repair gene, causes
POI* associated with pilomatricomas (skin tumors).* This allowed
to establish a strong link between infertility and tumors/cancers
and, therefore, markedly change the genetic counseling and man-
agement of POI patients.

Here, we studied a patient from an Indian family who presented
with isolated POI. We identified a novel homozygous nonsense path-
ogenic variant of SPIDR, encoding a newly discovered auxiliary protein

242 I © 2021 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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of HR, and reported the first evidence of chromosomal instability
related to a SPIDR molecular defect.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Patients

The Indian patient was referred to us for primary amenorrhea and
delayed puberty (Figure 1A). The study was conducted according to
the guidelines of the Declaration of Helsinki and approvals and
informed consents were obtained from all institutions and subjects
involved.

2.2 | Targeted next-generation sequencing

A custom-made targeted NGS study, including all known POI genes,*
was performed for the patient (Figure 1A, 11.2) (see Reference [1] for
the list of genes included in the panel). Variants were classified
according to the American College of Medical Genetics (ACMG)
guidelines using the VarSome website (https://varsome.com).

!CLINICAL _WILEY_L 2

2.3 | Chromosomal breakage studies
Chromosomal breakage studies were performed on cultured peripheral
lymphocytes from the patient and a healthy control, as described.?*

24 | Sister chromatid exchange-(SCE) assay
SCE assays were performed on the patient's fresh peripheral blood
lymphocytes as described.’

3 | RESULTS

3.1 | Clinical data and medical history

The pedigree of the consanguineous Indian family is presented in
Figure 1. At birth (40 weeks of gestation), the proband 1.2 weighed
3480 g, her height was 52 cm, and she had a normal head circumference
of 33 cm. At age 15 years, she developed primary amenorrhea and del-
ayed puberty. Her auxological parameters were as follows: height
168 cm (+1 SD), weight 54 kg (0 SD), and BMI 19 kg/m? (O SD). Her

(A) (B) (€)
l MT/MT
L 1 C%T Patient
cIT (11.2)
c.814C>T WT/WT
AT
II. 1 2 Control i WT/MT
T H J
@ rol i
G A ATCGAGA
SPIDR
(D)

exon7:c.814C>T'

SPIDR (NM_001080394)

Non-Sense Mediated mRNA Decay-NMD

1 151
PROTEIN| | RAD51 BLM

Pedigree of the family with SPIDR mutation and molecular analysis. (A) Pedigree of the family. Double lines: consanguineous

FIGURE 1

450 915

unions. The proband was analyzed by targeted NGS. The genotype of SPIDR is indicated: normal (WT) allele in blue, mutated allele in red.

(B) Visualization of NGS data in IGV (Integrative Genomics Viewer). Coverage of at least 150X in the patient (on top) and the healthy control
(below). (C) Sanger sequencing electropherograms showing the SPIDR mutation. MT: mutated. WT: wild type. (D) On top: Structure of SPIDR with
coding exons as colored bars (references NM: 001080394) and position of the pathogenic variant in the genomic sequence. According to the

50 bp rule!* the mutated mRNA should undergo NMD. Below: Structure of the normal protein. The two RAD51 and BLM interacting domains
are shown (see Reference [6]) [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com)
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TABLE 1 Clinical, biological and ultrasenographical studies of the proband

BMI

Age at

17 OHP
nmol/I
091

14

AMH

(height cm/
weight kg)

evaluation

(years)
15
16

Menstrual
cycles

TSH mu/I

145
257

PRL pg/l

7.6
8.7

E2 pg/ml pmol/l InhB pg/ml T nmol/l
<5

LH 1U/1

48

FSH U/
132

Ovaries

Case

Not visualized

19 (168/54)

Primary

Proposita

HEDDARET AL

0.7

<2

<0.3

51

152

amenorrhea

Abbreviations: BMI, body mass index; FSH, Follicle-stimulating hormone; LH, Luteinizing hormone; E2, estradiol; AMH, anti-Mllerian hormone; InhB, inhibine B. Normal values: AMH, 6.4-77 pmol/L; Inhibine B,

9-110 pg/ml; PRL (pg/L}, 4.8-23.3; testosterone (nmol/L), 0.35-2.4; TSH (mU/L}, 0.27-4.20. Respectively, for follicular, ovulatory, luteal phases and menopause: FSH (IU/1): (3.5-12.5), (4.7-21.5), (1.7-7.7),

(25.8-135); LH: (IU/1} (24-12.6), (14-95.6}, (1-11.4), (8-58.5); E2 (pg/ml}: (12-233), (41-398), (22-341), (<5).17 OHP (nmol/L}: (1-4.5); (0.8-8.8}; (0.6-5.8); (0.6-2.2).

Tanner score was A2P4M1. She had a 3-year bone age delay. The
patient had no other clinical signs. Hormonal assays confirmed POl with
high FSH (132 1U/L) and luteinizing hormone (LH) (48 IU/L) and low
estradiol (E2) (<5 pg/ml) plasma levels confirmed on a second hormonal
assay 6 months later. AMH was very low (<0.3 pmol/L) (see Table 1).
The karyotype was 46, XX and FMR1 was normal. At 16 years, pelvic
ultrasonography (US) and magnetic resonance imaging (MRI) did not
visualize ovaries and revealed a small uterus. Hormone replacement ther-
apy was started. The patient had a 20-year-old brother who had normal
puberty. There was no familial history of POI, autoimmune disease, or
cancer. The father was treated for ulcerative colitis.

3.2 | Targeted next generation sequencing

Variant filtering is summarized in Table S1.The only relevant patho-
genic variant was a homozygous nonsense variant in exon 7 of SPIDR
(c.814C > T, R272*), confirmed by Sanger sequencing (Figure 1C). This
pathogenic variant has a Minor Allele Frequency of 3.68 x 1075 in
the Exome GnomAD database and 3.22 x 107> in the Kaviar data-
base, with only reported heterozygous variants, and is absent from
other human databases.

The corresponding transcript could be degraded by nonsense-
mediated mRNA decay (NMD). Alternatively, the deduced protein
could be truncated of the 644 C-terminal residues of the protein
including half of the RAD51 interacting domain and the whole BLM
interacting domain (Figure 1D). According to the “50-bp rule”'®
(Figure 1D), the mutated mRNA is predicted to be degraded by NMD.

3.3 | Increased mitomycine-induced chromosomal
instability in the patient's cells

Hypersensitivity to the chromosome breaking effect of crosslinking
agents is a reliable marker for studying HR efficiency and the RAD51
pathway.?>® Few spontaneous breaks were observed in the proposita's
cells under basal conditions (Table $2). With 100 nM of mitomycine
(MMCQ), the number of breaks in the patient's cells was 20 times
greater than for a control (Table S2, Figure 2A). Furthermore, at high
MMC concentration (1000 nM), while only 16% of the control
(WT) cells presented breaks, all the patient's cells (100%) presented at
least 20 breaks per metaphase (Table $2). Our data indicates that the
patient's cells displayed a marked increase in MMC-induced chromo-
somal breaks compared to WT cells.

34 | Sister chromatid exchanges

Bloom syndrome (BS) is a rare disorder, caused by biallelic alterations
of BLM encoding a DNA helicase that unwinds single- and double-
stranded DNA, contributing to the maintenance of genome stability.
A pathognomonic feature of the syndrome is increased spontaneocus
SCE (a mean of 40-100 SCE/cell). As SPIDR connects RAD51 to
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FIGURE 2 Chromosomal studies.

(A) Chromosomal breakage studies: MMC-induced
chromosomal breakages were performed in
cultured lymphocytes from the patient and a
healthy control. On top 100 nM MMC were used,
and below 1000 nM. A minimum of

20 metaphases were scored for each sample.
Arrows indicate breakages and chromosomal
rearrangements. (B) Sister-chromatid exchanges in
the patient with POI (on the left) compared to a
patient with Bloom syndrome (on the right). The
patient's cells do not exhibit increased SCE (N = 7)
compared to cells of a patient with a Bloom
syndrome (>80) [Colour figure can be viewed at
wileyonlinelibrary.com]
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BLM?® in vitro, we speculated that a SPIDR defect might also alter the
BLM pathway.® The patient's cells presented a mean of five SCEs/
metaphase, which is a normal average (N: 1-14; Figure 2B).” This
result markedly differs from what is observed in BS.

4 | DISCUSSION

SPIDR is a protein recently identified by a tandem affinity purification
assay performed for the identification of proteins interacting with
BLM and RAD51 in 293T cells.® SPIDR also interacts with the Shu

complex, an evolutionarily conserved complex from yeast to human
that regulates the activity of RAD51 and thus HR.®®? Few studies
have been performed on SPIDR and none in vivo. The role of SPIDR
in humans remains unknown.

A single homozygous nonsense pathogenic variant of SPIDR
was previously identified in two sisters from a consanguineous
Israeli Muslim Arab family displaying POl with delayed puberty.*®
No cytogenetic studies were performed and contradictory results
concerning HR were observed in the two sisters lymphocytes:
either normal or increased. Therefore, the role of SPIDR remained

unknown.
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In this study, we revealed a novel pathogenic variant of SPIDR in
a patient born to consanguineous Indian parents displaying a severe
phenotype with non-syndromic POI, primary amenorrhea and streak
ovaries. A strong increase in MMC-induced chromosomal breaks per
cell was ohserved compared to a control. Furthermore, the pathogenic
variant of our patient (R270%) is in strict vicinity to the variant previ-
ously reported: W280*. Both variants are located in the same
predicted functional domain. They are deduced to vield either a trun-
cated protein or degradated mRNAs by NMD. Phenotypically, both
our patient and the two sisters previously reported with homozygous
variants of SPIDR had a similar phenotype of isolated POI. These find-
ings support a causal role of the SPIDR pathogenic variant in the POI
of our patient through altered double-stranded DNA break repair.
BLM stability and function did not appear to be affected by the alter-
ation of the SPIDR function as the pathognomic feature of BS, that is,
increased spontaneous SCE, was not observed in our patient. Inactiva-
tion of three out of four proteins of the Blm Top3a Rmil Rmi2 (BTRR)
complex, which includes BLM, topoisomerase Il alpha (TOP3A), and
ReQ-mediated genome instability proteins 1 and 2 (RMI1 and RMI2),
is associated with spontaneously increased SCE.” For molecular
defects of RAD51 auxiliary proteins, and BRCA2 or FANCM, both
involved in the RAD51 pathway, no spontaneous increase in SCE
occured.*?

Our findings show that inactivation of SPIDR results in an alter-
ation in double-stranded DNA break repair, similar to alteration of the
RAD51 pathway. Interestingly, these results are intermediate between
the chromosomal instability detected in our previously described
patients with isolated POl and R2842C-BRCA2 or Q1871X-FANCM
homozygous pathogenic variants (Table $3).2°% Our patient's pheno-
type is consistent with those of the latter patients, with isolated PO,
primary amenorrhea, and streak ovaries, but without visible somatic
pathology. However, FANCM and BRCA2 molecular defects also cause
tumors or cancers. An increased risk of tumors/cancers associated
with SPIDR pathogenic variants cannot be excluded. Adequate infor-
mation and long-term follow-up of these patients within a multi-
disciplinary team are necessary to prevent or detect eventual
comorbidities in particular tumors/cancers.

In conclusion, we have identified a novel homozygous nonsense
pathogenic variant of SPIDR in an Indian patient with isolated POl We
show for the first time that a SPIDR molecular defect results in a strong
increase in chromosomal instability. Our study increases knowledge on
the role of SPIDR in double stranded DNA repair and confirms its causal
role in POL. This enables appropriate monitoring to be offered to these
families. The molecular screening of large cohorts is warranted to better

assess the risk of tumors/cancers in such patients.
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3.5 GENETIC LANDSCAPE OF A LARGE COHORT OF PRIMARY OVARIAN
INSUFFICIENCY: NEW GENES AND PATHWAYS AND IMPLICATIONS FOR
PERSONALIZED MEDICINE.

EBioMedicine. 2022 Oct; 84:104246. doi: 10.1016/j.ebiom.2022.104246

Malgré I'application massive des nouvelles technologies de séquencage
nouvelle génération, la plupart des études publiées a ce jour concernant la génétique
de I'NOP, y compris nos précédentes études présentées dans cette these, incluent
souvent des familles consanguines ou un nombre limité de patientes. Chaque géne
est identifié chez des patientes ou des familles isolées soulignant la grande
hétérogénéité génétique de ce syndrome (Huhtaniemi et al., 2018a). Par conséquent,
l'utilisation des études génétiques dans la pratique clinique actuelle, y compris en
France, est limitée. De nombreux cliniciens ne sont pas au fait des avantages d'un

diagnostic précoce et étiologique de I'lOP chez les patientes et leurs familles.

Dans ce travail, gue nous venons de publier en octobre 2022, nous rapportons
les résultats de I'étude génétique de la plus grande cohorte de patientes avec IOP
étudiée a ce jour. Pour cela nous avosn utilisé soit un panel ciblé incluant 88 génes
associés a I'lOP et qui interveiennt dans differnets stades de la folliculogénese comme
illustré dans la figure 14 ou le séquencage de I'exome. Cette cohorte inclut 375
patientes présentant une aménorrhée primaire (24.8%), secondaire (65.3%) ou une
spanioménorrhée (9.9%), avec des origines ethniques différentes mais
essentiellement européenne (61.9%) et majoritairement sporadique (73.3%). Pour les
formes familiales ou avec une consanguinité avérée ou suspectée (n=30), nous avons
poursuivi par I'étude de 'exome a la recherche de nouveaux génes non inclus dans

notre panel initial.
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Nous pouvons résumer les résultats de notre étude en 4 points essentiels : 1)
rendement diagnostique de I'étude génétique de I'OP, 2) définition de I'architecture
génétique de I'lOP, 3) implication pour la prise en charge des patientes et 4)
identification de nouveaux genes et de nouvelles voies moléculaires. Ce travail offre
une opportunité de clarifier I'architecture génétique de I'lOP ce qui est essentiel pour
mieux comprendre la physiopathologie de la maladie et conduire a une médecine

personnalisée.

1. Rendement diagnostique :

Nous démontrons ici dans cette grande cohorte de 375 patientes que le diagnostic
génétique par NGS est un outil efficace pour le diagnostic étiologique de 'lOP méme
en l'absence de consanguinité ou de forme familiale. En utilisant les critéres de
classification des variants de I'ACMG (Richards et al., 2015), le rendement
diagnostiqgue de notre panel, en incluant uniguement les variants pathogenes ou
probablement pathogénes des génes connus impliqués dans I'lOP, était de 29,3 %
dans l'ensemble de la cohorte et de 26,3 % dans la population européenne
(232 patients). Ce rendement diagnostique est largement supérieur a celui de la
prémutation de FMR1 (3-5%) ou du caryotype (7-10%), souvent les seuls examens
réalisés en routine pour ces patientes (European Society for Human Reproduction and
Embryology (ESHRE) Guideline Group on POI et al., 2016; Huhtaniemi et al., 2018a).
Les précédentes études incluent souvent soit des petites cohortes (20-60 patients), ou
un nombre tres limité de genes étudiés (n=18)(Bouilly et al., 2011; Eskenazi et al.,
2021), soit rapporte des variants hétérozygotes dont la pathogénicité n'a pas pu étre
formellement démontrée, en I'absence d’argument fonctionnel ou de ségrégation
suffisants (Gorsi et al., 2021). Le rendement de ces études est variable allant de 33 a
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50%. Cependant, certains variants publiés dans ces études se sont réveélés trés
fréequents dans certaines populations et donc ont été considérés a tort comme
pathogénes (Heddar and Misrahi, 2022; Rouen et al., 2022). Ainsi et contrairement a
ce qui est rapporté dans la littérature ou on estime a 70-80% des IOP comme d’origine
indéterminée, notre étude permet d’identifier une étiologie génétique dans environ
30% des cas. S’ajoutant au rendement du caryotype 7-10% (Huhtaniemi et al., 2018a)
et des prémutations du gene FMR1 (3-5%) (Huhtaniemi et al., 2018a), une étiologie
génétique pouvant donc étre identifice dans 50% des cas. Une étude génétique
approfondie devrait étre proposée a toute patiente avec IOP sans étiologie identifiée

en pratique clinique courante.

2. Définition de l'architecture génétique de I'lOP

Notre étude confirme la grande hétérogénéité génétique de I'lOP. En effet, la plupart
des genes mutés ont été identifiés chez des patientes isolées. Néanmoins, dix-sept
(17) génes sont impliqués chez au moins 3 patientes. L’étude de cette large cohorte
nous a permis d’établir la proportion de différents groupes de génes impliqués dans
'lOP. Ces genes font partie de plusieurs voies moléculaires avec cependant deux
voies majoritaires, la méiose et la réparation d’ADN (37.4%), la croissance folliculaire
(35.4%) puis en troisieme position les génes du meétabolisme ou de fonction
mitochondriale (19%). Les autres génes sont impliqués dans le développement

ovarien (6,1 %), 'immunité (1,4 %) et 'autophagie (0,7 %).

i) Confirmation de certains génes responsables dans I'lOP

Nous avons confirmé l'implication de 13 genes rapportés précédemment chez des

patientes ou familles isolées notamment I'implication de deux génes de la voie Fanconi
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gue nous avons rapporté précédemment a savoir FANCM et BRCA2 (Fouquet et al.,
2017a; Caburet et al., 2020a). Ainsi nous avons confirmé le variant récurrent et
pathogéne de FANCM (NM_020937.4:c.5101C>T p.GIn1701Ter) soit a [Iétat
homozygote (1 patiente) ou hétérozygote composite (2 patientes) avec deux autres
variants non rapportés a ce jour. Une deuxieme patiente présentant une aménorrhée
primaire est porteuse a I'état homozygote d'un variant pathogene de BRCA2
(NM_000059.4: ¢.8350C>T :p.Arg2784Trp). La patiente ne présente aucun signe
clinique de I'AF. Selon I'étude de Mesman et al, ce variant a une activité résiduelle de
15% ce qui peut expliquer, comme chez la patiente que nous avons rapportée
précédemment avec le variant homozygote de BRCA2 (R2842C), I'absence de
manifestation somatique (Mesman et al., 2019; Caburet et al., 2020a). Nous avons
€galement retrouvé un nouveau variant tronquant homozygote de
MSH4 (NM_002440.4:¢.2198C>A : p.Ser733Ter), un géne impliqué dans la réparation
de '’ADN par le systeme MMR précédemment rapporté dans une famille unique d’lOP
(Carlosama et al., 2017) et avons confirmé son implication dans I'lOP. Les autres
génes confirmés par cette étude sont impliqués soit dans la réparation d’ADN (n=3),
la croissance folliculaire (n=4), 'autophagie (n=1), le métabolisme des protéines (n=1)

et le développement des gonades (n=1).

Par ailleurs nous avons identifié des nouveaux variants dans des genes connus
dans I'lOP. A titre exemple, nous avons identifié 5 variants pathogénes de STAG3
(deux variants avec un décalage de cadre de lecture, un variant d’épissage, une
délétion en phase et une délétion intragénique cryptigue emportant les exons 7 a 15),
soit a I'état homozygote ou hétérozygote composite chez 5 patientes dont deux sceurs.

Le phénotype est toujours identique aux publications précédentes a savoir une
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ameénorrhée primaire et des ovaires petits sans follicule (cf. paragraphe sur I'article
STAG3). Chez cing patientes, nous avons identifié 6 variants faux-sens et un codon
stop du géne FSHR, codant le récepteur de la FSH, chez 5 patientes (dont deux
sceurs) soit a I'état homozygote (n=1) ou hétérozygote composite (n=4). Les patientes
présentaient soit une aménorrhée primaire ou secondaire mais toutes avaient une
réserve ovarienne conservée avec une AMH entre 3 et 4 ng/ml et un compte folliculaire
pouvant atteindre 30/ovaire, un tableau tres typique des mutations bi-alléliques du

récepteur de la FSH (Meduri et al., 2003; Huhtaniemi et al., 2018a).

i) Remise en cause de la fréquence de certains genes identifiés par stratégie

gene-candidat

La stratégie geéne-candidat, en se basant sur les modéles murins
correspondant, a permis de révéler un certain nombre de génes impliqués dans I'lOP
comme par exemple NOBOX, BMP15 et GDF9, des protéines impliqguées dans la
croissance folliculaire. Le séquencage de ces genes dans des cohortes de patientes
avec IOP a rapporté des variants comme pathogéenes avec une fréquence allant de 6
a 11% (Bouilly et al., 2011, 2016; Eskenazi et al., 2021). Dans notre étude, nous
n‘avons pas pu confirmer la forte implication de ces génes dans I'lOP. Nous avons
identifié un seul variant  tronquant a I'état hétérozygote de
NOBOX (NM_001080413.3:c.138C>A: p.Tyrd6Ter) chez deux patientes avec
ameénorrhée secondaire, dont I'une est issue d’une familiale d’lOP. La ségrégation
familiale de ce variant nous a permis de confirmer son implication chez toutes les
femmes atteintes d'lOP dans cette famille sur trois générations. Ce variant pathogéne
de NOBOX, identifié donc chez 5 patientes de cette cohorte, n’est responsable que de

1.3% (5/375) de cas d’IOP. La différence de nos résultats par rapport aux précédentes
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publications peut étre expliquée par une surestimation de la pathogénicité de certains
variants. Par exemple, le variant p.Arg117Trp de NOBOX, rapporté dans des études
précédentes comme pathogene, a une fréquence élevée jusqu'a 8,17 % dans la
population africaine dans les bases de données GnomAD Exome et Génome (Bouilly

et al., 2011, 2016; Eskenazi et al., 2021). Il s’agit donc d’un polymorphisme.

Par ailleurs, nous avons pu confirmer que I’héritabilité des variants de ces génes
de la croissance folliculaire est a la fois dominante et récessive avec
vraisemblablement une corrélation génotype-phénotype entre le type de l'altération
moléculaire et le phénotype des patientes. Nous avons rapporté une famille d’origine
finlandaise dans laquelle trois sceurs ont présenté une aménorrhée primaire avec des
ovaires atrophiques sans follicules. Le panel NGS nous a permis d’identifier chez les
trois soceurs une troncature homozygote de GDF9
(NM_005260.5:¢.1238 1241delCAGT : p.Ser413CysfsTerl4). Il s’agit de la deuxiéme
mutation tronquante homozygote de GDF9. Par ailleurs, chez une autre patiente
d’origine Européenne présentant une aménorrhée secondaire dés I'age de 17 ans,
nous avons mis en évidence deux variants hétérozygotes composite du géne GDF9

(NM_005260.5: ¢.794T>G: p.Leu265Ter et ¢.1094T>C :p.Leu365Pro).

Au total, nos données remettent en question la forte prévalence des mutations
de NOBOX et GDF9 comme des genes décrits comme maijoritaires dans I'lOP.
L’héritabilité des mutations de ces génes est a la fois dominante et récessive avec
probablement une corrélation génotype-phénotype (Qin et al., 2007; Franca et al.,
2017). Les variants bi-alléliques tronqués de NOBOX et GDF9 sont responsables
d’'une IOP avec une aménorrhée primaire alors que les variants hétérozygotes de ces

genes principalement des faux sens sont associés a des IOP avec une aménorrhée
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secondaire. La famille que nous rapportons ici est en faveur d’'une probable haplo-

insuffisance de NOBOX.

iii) Pas d’argument pour une origine polygénique de I'lOP

Des études antérieures ont émis I’hypothése d’'une héritabilité polygénique voire
multigénique de I'lOP dans environ 5 % - 10% des cas (Bouilly et al., 2016). Dans notre
étude, nous ne confirmons pas cette hypothese. Méme si 2,8 % des patientes ont un
variant pathogéne ou probablement pathogéne de deux génes différents, il n’y pas
suffisamment d’argument pour incriminer 'association des variants des deux génes
dansvl’origine de I'lOP puisque chaque variant a lui seul est suffisant pour causer cette
pathologie. Chez toutes les patientes avec des variants de deux génes différents, le
deuxiéme variant, identifi¢ a I'état hétérozygote, est impliqué dans des formes
récessives d’'lIOP (ATM, FANCM, PCCB, PCCA et PMM2). Par exemple, une patiente
a une IOP en rapport avec deux variants bi-alléligues de FANCM a également une
troncature hétérozygote de BLM. De plus, nous avons identifié un variant pathogéne
de BMPR1B connu pour étre impliqué dans des formes dominantes d’lOP chez deux
sceurs qui ont développé une aménorrhée secondaire a 34 et 37 ans. L’une des deux
sceurs a également un variant hétérozygote pathogéne de PCCB, un gene connu pour
étre impliqué dans une forme récessive d’'lOP syndromique. |l convient de rappeler
que chaque exome contient au moins des centaines de variants rares, et qu'il n'est
pas surprenant de trouver des variants hétérozygotes pathogenes ou probablement
pathogenes dans plus d'un gene d’lOP chez la méme patiente. Une étude récente
basée sur 6 447 exomes d'Européens sains génétiguement non apparentés de deux
ancétres distincts estime que chaque individu est porteur d'au moins deux variants
pathogenes dans des génes récessifs autosomiques actuellement connus (Fridman et
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al., 2021). Par conséquent, nous n'‘avons trouvé aucune preuve d'hérédité
di/multigénique d’lOP dans notre cohorte. Des études de ségrégation dans de grandes
familles avec IOP ainsi que I'étude in vivo par des modéeles murins sont nécessaires
pour confirmer ou infirmer I'hypothése polygénique et de préciser sa contribution réelle

dans I'lOP.

3. Implication pour la prise en charge des patients

i) Diagnostic étiologique et répercussion psychologique

Un diagnostic étiologique permet une meilleure acceptation du diagnostic et
vraisemblablement une meilleure adhésion a une prise en charge adaptée par les
patientes. De plus, lidentification de [I'étiologie génétique permet également de
préciser le mode de transmission de la maladie et donc le risque de développer une
IOP pour les apparentées. Ainsi, cela permet soit de lever une angoisse injustifiée
qguant a leur pronostic de fertilité pour les non-porteuses du variant pathogéne identifié
(ou porteuse d’un seul variant hétérozygote d’'un géne impliqué dans des formes
récessives d’'lOP) ou au contraire permettre un diagnostic présymptomatique et donc
un diagnostic précoce permettant dans certains cas une préservation de la fertilité et
une prise en charge des comorbidités (cf. plus bas). A titre d’exemple, nous avons
étudié une forme familiale d’lOP ou deux sceurs avaient développé une aménorrhée
secondaire tardive a 37 et 39 ans. L’ainée de cette fratrie a eu une fille avant 'age de
25 ans. Le caractére familial, en 'absence de consanguinité, avait fait suspecter une
forme dominante d'IOP ce d’autant plus que certaines études estiment que c’est le
mode de transmission le plus prédominant dans cette pathologie (Rossetti et al., 2017).
Ceci a été tres angoissant pour I'une des patientes et sa fille. Notre étude génétique a
permis de révéler qu’il s’agit d’'une forme familiale et récessive d'lOP en rapport avec
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deux variants hétérozygote composite du géne PMM2
(NM_000303.3:c.422G>A:p.Arg141His et c.91T>C :p.Phe31Leu). Cela a permis de
rassurer la mére et sa fille agée de 18 ans sur le risque de développer une IOP et donc

sur son pronostic de fertilité.

i) Prédiction de la persistance d’'une réserve ovarienne en fonction de l'altéra-

tion moléculaire identifiée

L’identification de la cause génétique révele le mécanisme causal impliqué dans
I'lOP et pourrait renseigner sur la persistance ou I'altération de la réserve ovarienne.
Contrairement a quelques idées recues, une patiente peut développer une IOP alors
que sa réserve est parfaitement conservée. Grace a I'étude génétique on peut
distinguer donc deux groupes de patientes ; avec une réserve ovarienne prédite
conservée ou avec réserve prédite altérée ou absente. Le conseil thérapeutique sera
donc bien différent dans les deux cas. Dans notre étude, 68,4 % de nos patientes ont
une réserve ovarienne prédite conservée a un stade précoce en concordance avec le
défaut génétique identifié. Ce groupe contient des patientes avec une mutation d’un
géne impliqué dans la croissance folliculaire (35,4 %), le métabolisme et les fonctions
mitochondriales (19 %), ou l'autophagie (1 patient). Il existe également des patientes
avec une altération mineure de certains génes de réparation de 'ADN (14 %). En effet,
des études antérieures ont rapporté des valeurs d'’AMH non nulles et méme des
grossesses chez des patientes présentant des défauts moléculaires de FANCM,
ERCC6, MEIOB, HSF2BP, BNC1. Chez toutes ces patientes, les grossesses ont été
obtenues a un age relativement précoce vers 20-25 ans et I'lOP ayant survenue vers
30 ans (Huhtaniemi et al., 2018a). Ceci est concordant avec les modeles murins (Jiao

et al., 2021). Dans ce cas une réserve ovarienne peut persister et une préservation
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précoce et urgente de la fertilité doit étre conseillée pour la patiente et sa famille
(sceurs détectées porteuses des anomalies génétiques, en particulier plus jeunes).
Cette préservation de la fertilité va permettre d’éviter la dégradation irréversible d’une
éventuelle réserve ovarienne résiduelle. En effet des techniques innovantes
d’activation de la croissance des petits follicules de la réserve in vitro (In Vitro follicular
Activation-IVA) se développent et des grossesses ont été obtenues dans des cas
d'lOP avec persistance d’'une réserve ovarienne (Grosbois et al., 2020) (voir
discussion générale). Il est a noter que, de facon concordante, des études
histologiques antérieures ont rapporté la présence d'une réserve ovarienne chez 57 %

des patientes atteintes d'lOP (Massin et al., 2008).

En revanche, dans le reste de la cohorte, des anomalies majeures des géenes
de la méiose/réparation de I'ADN sont retrouvées. Une altération majeure de la réserve
ovarienne est prédite avec un tres mauvais pronostic de fertilité, comme chez les
patientes précédemment rapportées (Huhtaniemi et al., 2018a). Ceci est également
confirmé par les modeéles animaux correspondants (Jiao et al., 2021). Une orientation
rapide de ces patientes vers le don d’ovocytes ou I'adoption pourrait éviter un retard
inutile dans leur projet parental. Le diagnostic génétique de toute IOP isolée sans
cause identifiée est donc nécessaire au plus tét une fois le diagnostic d'|OP établi. Il
va permettre d’apporter un pronostic de fertilité ultérieur, et de mettre en place une

prise en charge adaptée.

iii) Prise en charge des comorbidités en fonction du géne muté

Chez 32 patientes (8,5 % de la cohorte) se présentant initialement comme étant des

IOP isolées, nous avons identifié des altérations moléculaires dans des genes connue
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pour étre responsable d’atteintes extra-ovariennes autre que le probleme de fertilite.
On peut distinguer deux types de comorbidités ; a) celle liée au risque tumoral par
mutation d’'un géne de réparation de 'ADN, b) atteinte extra-ovarienne d’'un géne

connu pour étre impliqué dans des formes syndromiques d’'lOP.

a) Risque tumoral lié a une altération moléculaire d‘un géne de réparation de
'ADN. Comme dit plus haut, 37.4 % des patientes avec diagnostic génétique
étiologique ont une altération d’'un géne de méiose ou de la réparation d’ADN. On peut
citer par exemple les mutations bi-alléligues de BRCA2, FANCM, STAG3, MSH4, ATM
ou mono-allélique de ERCC6, BNC1. Bien que cette famille soit la principale
responsable d’lOP, seuls six génes sont connus a ce jour comme étant responsable
ou associés a des tumeurs/cancers dans I'espéce humaine : BRCA2, FANCM, MCMS8,
MCM9, PSMC3IP, STAG3 (Zangen et al., 2011; Caburet et al., 2014; Fouquet et al.,
2017a; Heddar et al., 2019a; Caburet et al., 2020a; Heddar et al., 2020a; Heddar and
Misrahi, 2021).Mais la maijorité des souris déficientes d’un géne de réparation de I'ADN
ont développé des tumeurs (Jiao et al., 2021). Des études prospectives de cohortes
plus grandes de patientes permettront une évaluation plus précise du risque tumoral
chez ces patientes. Un conseil génétique de la patiente et de la famille aprés

discussion pluridisciplinaire doit étre réalisé avec un suivi a long terme.

b) Formes syndromiques d’lOP présentées comme des IOP isolées. En effet,
chez 32 patientes qui se présentaient initialement comme des IOP isolées, nous avons
identifié des variants pathogénes dans des génes responsables d’'IOP syndromiques
ou l'atteinte d’un organe autre que l'ovaire. Ces genes sont impliqués soit dans des
formes paucisymptomatiques nécessitant une évaluation approfondie soit I'atteinte

extra-ovarienne peut avoir une révélation tardive ou la pénétrance et I'expressivité du
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gene sont variables. A titre d’exemple chez une patiente avec IOP et aménorrhée
secondaire, nous avons identifié un variant homozygote pathogéne de GALT
(NM_000155.4:c.563A>G:p.GIn188Arg). Il s’agit de la mutation la plus fréquente a
I'origine d’'une galactosémie (Berry, 1993). Il s'agit d'une maladie métabolique grave
souvent diagnostiquée a la naissance et mortelle sans traitement spécifique. La
réévaluation clinique apres le diagnostic moléculaire a révélé une cataracte pendant
la petite enfance traitée par chirurgie et des difficultés d’apprentissage dans I'enfance.
Ces symptdmes sont habituellement retrouvés chez les patientes avec galactosémie
ayant survécue a I'age adulte. Paradoxalement, une étude récente a révélé que les
patientes avec galactosémie ont un pronostic de fertilité meilleur par rapport aux autres
causes d’'lOP. En effet, les chances de grossesse sont de 48% pour les patientes avec
galactosémie contre 5% pour les autres causes d'lOP (van Erven et al., 2017; Hagen-
Lillevik et al.,, 2021). Une patiente présentant une aménorrhée secondaire et
hypoparathyroidie s’est révélé porteuse de deux variants tronquants du géne AIRE
responsable du syndrome APECED, une polyendocrinopathie auto-immune d’origine
génétique, qui débute classiquement dans I'enfance et qui associe au moins deux des
trois signes cardinaux: une candidose cutanéomuqueuse chronique, une
hypoparathyroidie et une insuffisance surrénale (Maladie d’Addison) (Ahonen et al.,
1990; Husebye et al., 2018). Une réévaluation clinique a la lumiére de ce diagnostic

génétique a été recommandée pour cette patiente.

c) Génes avec une pénétrance ou une expressivité variable :

Chez un certain nombre de patientes, nous avons identifié des altérations moléculaires
dans des génes connus pour avoir une pénétrance et une expressivité variable. Chez

huit patientes, nous avons identifié des altérations moléculaires dans des genes
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associés ou impliqués dans I'hypertension pulmonaire (HTAP) CAV1(n=1), BMPR2
(n=2) ou BMPR1B (n=5) (Morrell et al., 2019). BMPR2 et BMPR1B codent un récepteur
transmembranaire, membre de la famille des TGF3 et CAV1 code la cavéoline qui joue
un réle dans la transduction du signal et le trafic vésiculaire (Persani et al., 2014 ;
Huang et al., 2018 ; Morrell et al., 2019). Toutes ces protéines sont exprimées a la fois
dans les poumons et les ovaires, en particulier dans les cellules de la granulosa, et ont
des réles démontrés ou supposés dans les deux tissus (Persani et al.,, 2014;
Huhtaniemi et al., 2018a; Morrell et al., 2019). Les souris Cavl-/- présentent une
hypofertilité (Huang et al., 2018). L'absence de signe d’HTAP, en particulier chez les
patientes porteuses de variants de BMPR2, le géne majeur de 'HTAP, peut s'expliquer
par le type du variant impliqué, sa localisation au niveau du gene ainsi que sa
pénétrance (voir discussion générale). Un autre exemple est celui du gene POLG, qui
code une ADN polymérase mitochondriale, 'un des premiers genes décrits comme
étant a l'origine d’une IOP syndromique (Luoma et al., 2004). La transmission des
mutations de ce géne est la fois autosomique dominante et récessive avec une
pénétrance, une expressivité et une sévérité variables (Blok et al., 2009; Hikmat et al.,
2017). Au moins 12 phénotypes différents sont associés a ce géne, avec un age
d'apparition allant de la période néonatale jusqu'a 75 ans (Hikmat et al., 2017). Par
exemple, le variant hétérozygote Arg955Cys a d'abord été identifié dans des formes
syndromiques d’'lOP associant une ophtalmoplégie externe progressive avec ou sans
syndrome parkinsonien puis identifié dans des formes isolées d'lOP (Luoma et al.,
2004; Pagnamenta et al., 2006). Concernant I'lOP, au moins cinq études ont rapporté
des familles avec des variants hétérozygotes de POLG, dont Y831C que nous
rapportons ici, soit dans des formes isolées ou syndromiques avec notamment une

ophtalmoplégie externe progressive avec ou sans syndrome parkinsonien (Luoma et
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al., 2004; Mancuso et al., 2004; Pagnamenta et al., 2006; Hudson et al., 2007; Blok et
al., 2009). Dans notre étude, nous avons identifié 7 patientes avec altérations
moléculaires de POLG et avons pu confirmer que deux variants ségrégent avec le

phénotype d’IOP dans deux familles différentes (le variant Y831C et G843R).

L’infertilité peut étre 'unique symptédmes d’une atteinte multiorganique comme
nous venons de le révéler dans cette étude. De méme, I'’étude de l'infertilité masculine
a révélé des résultats similaires. Alhathal et al ont constaté que chez 3,1% (9/275
patients), l'infertilité peut étre la seule ou la principale expression phénotypique de
genes connus pour provoquer des manifestations multisystémiques chez I'homme
(Alhathal et al., 2020). De la méme maniere, Kraucz et al ont trouvé que 10% (3/29)
des patients présentant une infertilité masculine avec azoospermie avaient des
variants bi-alléliques de FANCA avec seulement des anomalies hématologiques
subtiles retrouvées a la NFS et correspondant donc a une anémie occulte de Fanconi
(Krausz et al., 2019). Dans tous ces cas, une évaluation complete avec un consell
génétique adapté des patientes et de leurs familles ont été recommandés avec un suivi

approprié dans une équipe multidisciplinaire.

4. Identification de nouveaux génes candidats et de nouvelles voies moléculaires

dans I'lOP.

Notre étude montre I'approche puissante de I'exome pour identifier de nouveaux
génes dont certains ont révélé des voies moléculaires non identifiées a ce jour dans
'OP isolée. Il s’agit notamment du géne NLRP11 impliqué dans la voie NF-KB dont le
réle dans I'lOP vient d’étre rapporté dans un modele murin (Luo et al., 2022). Cette

voie est eégalement impliquée dans la production de TNF-a et d'IL-6 en réponse au
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bisphénol A, connu pour étre impliqué dans I''OP d’origine toxique. En concordance
avec le modéle murin (Kato et al., 2019), nous rapportons deux variants bi-alléliques
d’ELAVL2 dans une forme familiale d’IOP. Ce géne est impliqué dans les modifications
post- traductionnelles des protéines. D’'une maniére intéressante, ces deux génes
candidats (ELAVL2 et NLRP11) ont été recemment associés a I'age de la ménopause
naturelle a partir d'une grande étude d’association génétique impliquant plus de
200.000 femmes (Ruth et al., 2021). Ceci renforce le lien génétique entre IOP et la
variation de I'age de la ménopause (voir discussion générale)(Ruth et al., 2021). Enfin,
nous avons identifi€ une troncature homozygote du géne SPATAS33 qui vient d’étre
impliqué dans la mitophagie (autophagie dans la mitochondrie) au niveau des cellules
germinales des souris males (Zhang et al., 2021). Ces genes peuvent permettre de
mieux comprendre la physiopathologie des IOP et ouvrent la voie au développement

de nouvelles cibles thérapeutiques.

Par ailleurs, nous avons confirmé le réle majeur des génes de méiose et de
réparation d’ADN en rapportant 4 nouveaux génes : HROB, SWI5, HELQ et CENPE.
Une fragilité chromosomique élevée a été trouvée chez nos patientes avec des
troncatures homozygotes de HROB, HELQ, SWI5. Pour la patiente avec une
troncature homozygote de HROB, le nombre des cassures chromosomiques en
présence de MMC était presque similaire a celui retrouvé dans I'AF. Cependant, il n'y
avait aucun signe d'anémie de Fanconi chez nos patientes (anémie, microcéphalie
cancéreuse, petites tailles ou taches café au lait). Cette fragilité chromosomique peut
entrainer un risque accru de malignité surtout en présence de facteurs
environnementaux aggravants. Un suivi a long terme par une équipe multidisciplinaire

est indiqué.
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Par ailleurs, nous rapportons également deux genes de fonction inconnue mais
ayant une forte expression gonadique (CCDC155, CCDC185). Des modéles de souris
sont nécessaires pour confirmer le rbéle de ces genes et le mécanisme

physiopathologique impliqué dans I'OP.
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Summary

Background Primary Ovarian Insufficiency (POI), a public health problem, affects 1-3.7% of women under 4o yield-
ing infertility and a shorter lifespan. Most causes are unknown. Recently, genetic causes were identified, mostly in
single families. We studied an unprecedented large cohort of POI to unravel its molecular pathophysiology.

Methods 375 patients with 70 families were studied using targeted (88 genes) or whole exome sequencing with
pathogenic/likely-pathogenic variant selection. Mitomycin-induced chromosome breakages were studied in patients’
lymphocytes if necessary.

Findings A high-yield of 29.3% supports a clinical genetic diagnosis of POL. In addition, we found strong evidence of
pathogenicity for nine genes not previously related to a Mendelian phenotype or POI: ELAVL2, NLRP11, CENPE,
SPATA33, CCDCi50, CCDC185, including DNA repair genes: Ciyorfs3(HROB), HELQ, SWIy yielding high chromo-
somal fragility. We confirmed the causal role of BRCA2, FANCM, BNC1, ERCC6, MSH4, BMPR1A, BMPR1B,
BMPRz, ESR2, CAV1, SPIDR, RCBTB1 and ATGy previously reported in isolated patients /families. In 8.5% of cases,
POI is the only symptom of a multi-organ genetic disease. New pathways were identified: NF-kB, post-translational
regulation, and mitophagy (mitochondrial autophagy), providing future therapeutic targets. Three new genes have
been shown to affect the age of natural menopause supporting a genetic link.

Interpretation We have developed high-performance genetic diagnostic of POI, dissecting the molecular pathogene-
sis of POI and enabling personalized medicine to i) prevent/cure comorbidities for tumour/cancer susceptibility
genes that could affect life-expectancy (37.4% of cases), or for genetically-revealed syndromic POI (8.5% of cases), ii)
predict residual ovarian reserve (60.5% of cases). Genetic diagnosis could help to identify patients who may benefit
from the promising in vitro activation-IVA technique in the near future, greatly improving its success in treating
infertility.
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Research in context

Evidence before this study

Infertility is a major public health problem, affecting 10%
of couples worldwide. Primary Ovarian Insufficiency (POI)
is one of the most common syndromes implicated in
female infertility, affecting ~1-37% of women under
40 years. POl most often leads to permanent sterility and
severe complications: osteoporosis, cardiovascular disease
and even neurologic degenerative diseases. Remarkably, a
decrease in longevity was also observed which could be
due to specific causes. But most causes are currently
unknown. Despite the technological leap in genetics, the
clinical impact on the diagnosis and management of POI
remains unknown, as well as the molecular mechanisms
disturbed in POL

Added value of this study

To get insight into this disorder, we studied the feasibility
of a first line genetic diagnosis in a large cohort of 375
patients including 70 families and looked for new respon-
sible genes and altered signalling pathways. We have
sequenced either the whole coding part of the genome or
88 known causing genes. A high-yield diagnosis of 29.3 %
was obtained supporting the use of genetics routinely to
diagnose all unexplained POL. Interestingly, we identified 9
genes not previously related to POl or Mendelian disease
and confirm 13 others previously reported in isolated
patients or families. We showed how the molecular dissec-
tion of the pathways involved leads to personalized man-
agement of patients.

The main family is the DNA repair/meiosis/mitosis
gene family (37.4% of cases), but it is also a tumour/can-
cer susceptibility gene family. Lifelong monitoring is
therefore necessary to prevent or treat the appearance
of these tumours. The second major family involved is
that of follicular growth genes (35.4%). Strikingly, in
8.5% of cases, POl is the only single visible expression of
a complex multi-organ genetic disease. A full patient
assessment is required.

Other novel pathways identified could yield novel
therapeutic targets: ie. immunity, gene regulation,
mitochondrial autophagy.

Three genes had been implicated in the large vari-
ance in the age of natural menopause, confirming a
genetic link and a continuum between the two condi-
tions, the difference may be related to the severity of
the genetic variants involved, major in POL.

implications of all the available evidence

We describe here a high-performance genetic diagnosis
of PO, critical to understand the pathogenesis of POI

www.thelancet.com Vol 84 October, 2022

and leading to personalized medicine. These results
have major implications for preventing/curing comor-
bidities related to tumour/cancer susceptibility genes
that could affect lifespan or multi-organ disease
revealed by genetics. Apart from the infertility of
patients, it is therefore their entire state of health that
must be assessed and treated as soon as the patient
consults for POL. This should be done according to the
underlying cause which must imperatively be identified
beforehand.

Genetics is also critical to establish a fertility progno-
sis for the promising technique of in vitro follicular acti-
vation in the future by predicting a residual ovarian
reserve {60.5% of cases). The selection of patients who
could benefit from this technique, the genetic cause
highlighting existing follicles in the ovaries blocked in
their growth, could clearly improve its success in the
treatment of infertility of POL The pathways identified
could also provide future therapeutic targets.

Introduction

Infertility affects 15% of couples worldwide and is a pub-
lic health problem. Primary Ovarian Insufficiency (POI}
affects ~1-3.7% of the women before 40 years™ with
cessation of ovarian functions.” About 66—70% of cases
remain idiopathic.” Women with POI are usually defini-
tively infertile but spontaneous pregnancies have been
described in 3.5% of patients with secondary amenor-
thea or spaniomenorhea.’ Moreover, various epidemio-
logical studies have shown a decreased lifespan or an
increased risk of all-cause mortality in infertile
women.*’ It is thus a priority to identify the causes
involved. Next generation sequencing (NGS} especially
whole exome sequencing (WES) has recently identified
several genetic causes of POI, although in single or rare
families, mostly consanguineous.” Due to this high
genetic heterogeneity, the clinical impact of the etiologi-
cal diagnosis of POI remains unknown. In clinical prac-
tice, only karyotype and FMR1 studies are routinely
performed with respective diagnosis yields of 7—10%
and 3—5%."

In this study, we describe the genetic landscape of
POI in a large cohort of 375 patients, using WES or tar-
geted NGS comprising all human POI genes known to
date, and with a dassification of variants using the
American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) criteria.® Our study revealed that a powerful
etiological diagnosis is possible in a high proportion of
patients, namely: 29.3%. We show here that
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personalized genetic counselling and management of
patients and family is possible based on the identifica-
tion of the genetic cause. Our study also highlights
genes not previously related to Mendelian phenotype,
pathways and mechanisms in POI, potentially allowing
identification of new therapeutic targets.

Methods

Ethics statement

The study was approved by all the institutions involved
and by the Agence de Biomedecine (reference number
PFSiz2-002). Written informed consent was received
from participants prior to indusion in the study.

Patients

Between 2017 and 2022, 375 patients were referred to
our university hospital laboratory by different hospitals
in Europe, Turkey, Africa, and Asia. We performed
NGS analysis in patients who lacked the FMR1 premu-
tation and had a normal karyotype. POI was diagnosed
in the presence of primary amenorreha (PA}, secondary
amenorrhea (SA) or spaniomenorrhea (SP) for more
than 4 months associated with follide-stimulating hor-
mone (FSH) plasma level > 25 IU/L before the age of
40 years. Patients with known etiology of POI, such as
chemotherapy, radiotherapy, or extensive ovarian sur-
gery, were excluded from the study. The following dini-
cal data were requested before the NGS analysis:
menstrual cycle (PA, SA, SP), pubertal development,
ethnicity, spontaneous pregnancies or pregnancies after
in vitro fertilization (IVF), and familial history. Informa-
tion on autoimmune disease or the presence of extrao-
varian symptoms—such as intellectual disability,
hyperandrogenism, neurological and ophthalmic disor-
ders, deafness, tumour/cancer, in the patient and/or
family, family history of male or female infertility, was
also requested. We also requested ultrasonography to
assess ovarian and follicular sizes, the number of fol-
licles, as well as a complete hormonal assay in particular
the serum level of follide stimulating hormone (FSH},
luteinizing hormone (LH}, estradiol, anti-Mullerian
Hormone (AMH), thyroid stimulating hormone (TSH},
and autoantibodies (anti-TPO, anti-TG, and anti-21-
hydroxylase antibodies}.

Molecular genetics studies
a) A custom-made targeted NGS induding all known
genes (88} involved in POI to date (supplementary
material and methods and Table S1)7* was per-
formed. WES was performed by IntegraGen SA
(Evry, France} in case of consanguineous or familial
cases (See supplementary material and methods).”?
We only considered variants classified as pathogenic
or likely pathogenic according to ACMG

guidelines.® Genes of unknown significance not
previously related to Mendelian phenotype and
identified in this study have been prioritized using
in silico prediction softwares, ovarian expression,
segregation studies, animal models, and interac-
tions with other known genes causing POL

Copy Number Variation (CNV} were studied using
two methods:

- For patients studied with WES, we used the Bio-
conductor DNACopy package (DNAcopy 1.32.0}
and compared control exome data to reference
samples pool (DOI: 10.18129/Bg.bioc. DNA-
copy). It implements the circular binary segmen-
tation (CBS} algorithm to segment DNA copy
number data. All changes were annotated with
the catalog of the Database of Genomic Variants
(DGV) to provide a comprehensive summary of
structural variation in the Human genome.

- For patients studied with targeted NGS, we used
an in-house coverage-based pipeline to detect
CNV." This method is based on the Read Depth
(RD} or the Read Count (RC}, which reflects the
abundance of the genome segment. RD is
defined as the number of reads covering a given
position in the sequence and RC is defined as
the number of reads in a given region. Using
these concepts and hypothesizing that the RD or
RC is proportional to the initial abundance of
the genetic material used for sequencing, we can
detect potential CNV.

=

Chromosomal analysis

Hypersensitivity to the chromosome-breaking effect of
crosslinking agents is a reliable marker of homologous
recombination (HR) efficiency.” For POI genes involved
in DNA repair and not expressed exclusively in germ
cells, chromosomal breakage studies were performed in
cultures of peripheral lymphocytes obtained from the
patient, the mother when available, and a healthy woman
as a control. The experiments were performed at the Gus-
tave Roussy Institute (Villejuif, France), following a stan-
dard in-house protocol” ** Fresh peripheral blood
lymphocytes were cultured under standard conditions
for karyotyping. DNA damage was induced by treating
the cells with mitomycin C (MMC; Sigma) for 48 h to
examine cellular hypersensitivity to DNA crosslinking
agents. Three treatment conditions were used: without
MMC to analyze spontaneous DNA damage and with
150 or 300 nM MMC as recommended.” Chromosome
breaks were scored by an experienced cytogeneticist
using at least 20 metaphases.

Role of the funding source

The study funders had no role in the study design of
this study, data collection, data analysis, data interpreta-
tion, or report writing.
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Results

Cohort characteristics

The characteristics of the patients recruited in this study
are summatized in Figure 1, Figure S1, and Table Sz.
The cohort of POI comprises 375 patients (344 index
patients and 31 affected mothers or sisters): 26.7% were
familial and 73.3% were sporadic, 24.8% of patients had
PA, 65.3% SA, and 9.9% SP. Targeted NGS was per-
formed in 345 patients and WES in 30 patients. Twelve
patients (12/375; 3.2%) had syndromic POI with addi-
tional extra-ovarian features (Figure S1, Table S3).

Molecular findings
In our whole cohort, we identified 216 variants in 215
patients (out of 375} (Figure 2, Tables $4-Sy). In four-
teen patients, we found strong evidence of pathogenicity
for nine genes not previously related to Mendelian phe-
notype or POI (Table 1). Using the ACMG criteria for
genes known to be implicated in POI, pathogenic (PV}
or likely pathogenic (LPV} were identified in 110
patients. The diagnostic performance of our NGS study
with the ACMG criteria® including only PV/LPV was
29.3% (110/375) for the whole cohort and 26.3% (61/
232} for European patients (n = 232, 61.9% of the
cohort) (Table S4). For isolated POI it was 28.4% (103/
363 patients), and 58.3% for syndromic POI (y/12}
(Table S3).

The diagnostic yield of targeted NGS is 28.7% (99/
345) in the whole cohort, and 25.8% (57/221) in the
European population. The diagnostic yield of WES is

.
L .
> .
8
50
.
25 =
10
5
0
FSH LH Estradiol
(urL) (urL) (urL)
Figure 1. H I and ulti graphi

36.7 % (11/30) in the whole cohort and 36.4% (4/11) in
the European population.

Most genes (n = 24) were identified in single
patients. Only nine genes were found in two different
patients/families and seventeen “recurrent” genes were
found in at least three patients/families (Figure S2) con-
firming the high genetic heterogeneity in POI.

In 25 other patients (25/375: 6.7%), only heterozy-
gous PV/LPV were found in known autosomal recessive
POI genes (Figure 2}. This may either indicate a new
mode of inheritance for these variants (as for BM P15 or
FOXL2 known to have both autosomal dominant and
recessive inheritance’), or most likely correspond to a
carrier status (Table Sy).

The genes displaying PV/LPV are involved in differ-
ent pathways (Figure 2). Remarkably, 37.4 % of genes
are involved in meiosis/DNA repair or mitosis making
this family the major family involved in POI, 35.4% are
involved in follicular growth, 19% in metabolism and
mitochondrial functions, Ovarian development (6.1%),
NF-kB pathway (1.4%)}, Autophagy (.7%). (Figure 2).

We detected a CNV in a patient with POI and pri-
mary amenorthea (ID 6}. It was a 3.2kb-heterozygous
deletion encompassing exons 10-17 of STAG3 (Figure
S3). The patient carried a heterozygous pathogenic vari-
ant of STAG3: NM_o12447.4:c.3046delT:p.Ser1o16-
ProfsTer16. Parental samples were not available to
perform segregation studies. We thus considered this
patient as a presumed compound heterozygous.

For all other patients, especially those identified as
carriers in our study, carrying a pathogenic or likely
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I datas in our cohort of patients with POIL. Hormonal assays (FSH, LH, Estradiol and

AMH) in patients according to menses. PA: Primary Amenorrhea, SA: Secondary Amenorrhea, SP: Spaniomenorrhea. The Y scale unit
is variable according to each hormonal assay represented in the X-axis. Normal range: AMH (7-20.7 pmol/l); Respectively follicular,
ovulatory, luteal phases and menopause: FSH (IU/L): {2.9-12), (6.3-24), (1.5-7), (17-95); LH: {IU/L) {1.5-8), {9.6-80), (0.2-6.5), (8-33); E2

(ng/N):(19.5-144.2),(63.9-356.7),(55.8-214.2) (< 32.2).
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| A) Diagnostic yield || B) Pathways of genes involved in POI |

Number of variants
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Figure 2. Genetic studies of the cohort of patients with POI. Patients were studied by a custom-made targeted NGS comprising
88 genes or by whole exome sequencing (see methods). A} Diagnostic yield using ACMG criteria: Variants are classified according
to the American College of Medical Genetics (ACMG) guidelines. N= 375: the whole cohort comprises 375 patients with POL Vus:
Variant of unknown significance. Carrier: patients harbouring a heterozygous pathogenic variant in a known autosomal recessive
POI gene. Positive: the diagnostic yield corresponds to patients carrying pathogenic {P) or likely pathogenic {LP) variants and is
29.3%. B} P ys of genes involved in POL The different pathways are indicated with different colors. The pie chart represents
the proportion of patients with P or LP variants in a specific pathway: DNA repair meiosis and mitosis (37.4%), Follicular growth
{35.4%), Mitochondria and Metabolism (19%), Ovarian development (6.1%), NF-kB (1.4%), Autophagy (0.7%). The histograms show

the number and type of variants detected in each pathway.

pathogenic heterozygous variant in known autosomal
recessive POI genes (n=19,} no CNV was detected.

1. Identification of genes and pathways not previously
related to Mendelian phenotype or POI. Twelve candi-
date genes were identified in our cohort. Nine candidate
genes are not previously related to a Mendelian pheno-
type or POL For XPNPEPz, there is to date only a bal-
anced translocation (X; 12} presumed to interrupt this
gene that has been described in a POI patient and her
affected mother.™ The variants are mentioned in Table 1
and the family pedigrees are shown in Figure 3. We pre-
viously reported two genes, FANCM and BRCAz,
involved in the RADs1 pathway causing non-syndromic
POLT=

a) NF-kB signalling and regulati of infl y
responses. NLRP11: In a Tunisian patient with POI and
SP at the age of 20 years, we identified two compound
heterozygous variants of NLRP11 encoding the Nod-like-
receptor protein (NLRP)ix: a nonsense substitution in
exon 6 (NM_145007.4: c.1867A>T), introducing a stop

codon (p.Arg623Ter) and a missense substitution in

exon 8 (NM_145007.4: ¢.2206G>A: p.Gluy36Lys). The
NLRP protein family regulates the immune response to
infection through NF-kB and type I interferon signal-
ling pathways.** NLRP11 is highly expressed in the tes-
tes and ovary as are many other NLRP proteins.**
Remarkably, NLRP5 has been involved in POI in
human and mice.”® Moreover, a very recent study based
on mouse models highlights the important role of inac-
tivated NF—KB in POL*®

b} RNA binding protein and posttranscriptional/
translational regulations.
ELAVL2: In a Polish family, two sisters developed POI
with SA at 20 and 24 years. WES revealed compound
heterozygous variants in the RNA binding domain of
ELAVLz (NM_oo1351472.2): c.448C>T, ArgisoCys and
¢.313C>T, LeurosPhe, the latter transmitted by the
mother. ELAVIz encodes a RNA binding protein,
mainly expressed in ovaries, testes and neurons. It is
involved in post-transcriptional and post-translational
regulations.”” Mice deficient in Elavlz are sterile and ova-
ries are devoid of follicle.”

) Meiosis/ DNA repair genes/ mitosis.

Ciyorfs3 (HROB}: In two sisters from a consanguineous
Turkish family, both presenting PA and streak gonads,
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1D Ethnicity Age Menses Gene variant Status Pathway Expression Animal or in vivo
models

258 Turkish 15 SA C180rf53 (HROB} NM_024032.5: ©502d elG:p.Glu168ArafsTer35 Hom DNA repair Ubiquitous C18orf533-/- mice are

311 Turkish 16 PA & Melosis infertile'*

310 North-Aftlcan 24 SA HELQ NM_133636.5 : <3085delA: p.Tyr1032SerfsTerd Hom DNA repalr Ublquitous Felg/- mice are

373 North-African 20 SA & Meiosis infertile'”

317 North-African 16 PA swis NM_001318092.1 : ¢.261-1G=0p 2 Hom DNA repair Ubiquiteus Impaired meiosis in in

& Melosis yeast™

302 Asian 29 SA CENPE NM_001813.2 : ©.2023C~T:0575Ter Het Cell Cyde Uhiguitous Embryonic lethality of

303 Asian 14 SA Cenpe-/-mice™

304  Aslan 34 SA

311 North African 1% PA SPATA33 NM_153025.2: <34dupT:pCysi2LleufsTer2 Hom Autophagy Gonadal Spata33 knockout sup
presses mitophagy
in germ cell<™

270 North-African 20 P NLRP11 NM_145007 4: <1867 A~ Comp Het Immunity- Ubiguitous Reduced fertility in

T:pArg623Ter/ c2206G:- ApE736K Inflammation Nrip11/-mice’*

306 North-African 15 SA €CDC150 NM_001080539.2 :¢.291_292delTG :p.Cys97Ter Hom Unkown Gonadal No available animal
model

314 Turkish 17 SA cCcDCiss NM_152610.3: <.1174C=-T :pGIn392 Ter Hem Unkown Gonadal No availzble animal
medel

318 European 20 SA ELAVL2 NM_001351472.2:c 44801 7 . Arg150Cys 7 €31307 :Leul105Phe Comp Het Post-transcriptional Gonadal Female Elavi2-/- mice

319 24 SA requlation & neurons are infertile devoid

of follicles’”

Table 1:Variants in genes not previously related to Mendelian phenotype or POL
PA: Primary amenorthies; SA: secendary amenorrhea; Hom: hemozygeus; Het : heterozygous: Comp Het : compound heterozygous.
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Family - HROB Family - HELQ Family - SWI5 Family - ELAVL2
(E168Rfs*35) (Y1032Sfs*4) (c.261-1G>C: p.?) (R150C & L105F)
1 2
©7) /(72 (©8) (bs &)
MT1IWT
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(3& (35)/(26) (Zn) (251 (20)

SEEGé aasd%gmﬁ

(‘7) (15) (24) (22 (191 (13) ('9) (48) (44, (41) l39)

MT/MT MT/MT - MT/MT MT/MT WT/MT MT/MT wrmMT MT/MT  MT1/MT2 MT1/WT MT1/MT2
Family - NLRP11 Family - SPATA33 Family - CENPE Family - XPENPEP2 Family - CCDC150 Family - CCDC185
(R623* & E736K ) (C12Lfs*2) (Q675%) (H22Cfs*54) (Q392%)

/WT/MT ¥ 4 (39)
MTWT
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uébbmb m 6 ] 66i

2 J 2 3 1 2.6 7-8

1
(23) (20) (21) (19) (18) (1‘3) (2’)) (34) (16) (30) (21) (19) (22} (20-9)  (15-13)
MT1/MT2 MT/MT WT/MT WTWT MT/WT MT/WT MT/WT mT/mMT MT/MT

MT1/WT | MT2/WT

Figure 3. Pedigrees of the families with genes not previously involved in Mendeli henotype or POL On top of each family,
the name of the gene is indicated, with the variant found. Double lines indicate consangumeous unions. The age of the patient at
diagnosis is indicated in blue between brackets. Blue arrows indicate the patients and relatives studied with NGS {see text and Meth-
ods chapter). All family members available were studied by Sanger Sequencing. The segregation of the variants is shown under each
individual sequenced. MT: mutated. MT1: first mutation. MT2: second mutation. WT: wild type. Family CCDC185: the number inside

each symbol indicates the number of siblings in the family, either sisters (5) or brothers (2).

we identified a homozygous truncated variant of
HROB (NM_o24032.5: c.502delG; p.Glur68Argf
sTerss), found also homozygous in her affected sister
and heterozygous in both parents. HROB (Ciyorfs3)
encodes a newly identified protein involved in homolo-
gous recombination (HR).” It corresponds to a factor
containing an oligonudeotide/oligosaccharide (OB} fold
that recruits MCM8 and MCMg—two proteins that,
when defective, cause POI—to the site of DNA damage.
Mice deficient in Hrob are infertile with small uteri and
ovaries completely devoid of follicle.” Chromosome break-
age studies revealed high chromosomal instability with
spontaneous breaks, enhanced in the presence of mitomy-
cin (MMC}, and numerous radial figures, similar to what
is observed in patients with Fanconi Anemia (FA} strongly
supporting a defect in HR (Figure 4, Table S8).

HELQ; A patient born to consanguineous Moroccan
parents presented SA at the age of 20 years. WES identi-
fied a homozygous truncated variant in exon 17 of
HELQ (NM_1336306.5: c.3095delA; p.TyriozzSerfsTery),
heterozygous in her mother, who still had regular men-
ses at the age of 5o years and homozygous in her
affected sister. HELQ encodes a DNA helicase that plays
a pivotal role in DNA replication, recombination and
inter-strand crosslink repair.’® HELQ deficient mice
exhibit subfertility and tumour predisposition.” The
orthologues of this protein in Drosophila melanogaster
and Caenorhabditis elegans are required for meiotic dou-
ble-strand break repair.”® Concordantly, chromosomal
studies in the patient revealed spontaneous chromo-
somal breaks markedly enhanced with MMC (Figure 4,
Table S8}.

SWIs: The proposita (25 years) and her sister (41
years), born to consanguineous Moroccan parents, had
POI with PA and streak ovaries devoid of follicles. The
mother had menopause at the age of 52 years. WES in
the proposita identified a homozygous splice variant in
the canonical GT acceptor splice site of intron 3 of SWIg
(NM_oo1318092.1: ¢.2611G>C), also homozygous in
the affected sister and heterozygous in unaffected sib-
lings and parents. This variant is absent in all available
databases. In silico predictions with all available soft-
wares (Human Splice Finder, dbscSNV, Alamut and
SpliceAl} of the splice variant predicts a high impact on
splicing. SWI5 encodes a protein part of an auxiliary
complex, Swis-Sfrr that regulates HR through the
RADs51 pathway, synergistically with the HOP2-MND1
complex.”® Interestingly, PSMC3IP (encoding HOP2)
and MND1 cause POI in humans.”*" Furthermore, an
orthologue of SWIs-SFR1 in yeast (Schizosaccharomyces
pombe)— Sae3-Meis—is required for meiotic HR.*®
Concordantly, the patient’s cells exhibit high MMC-
induced chromosomal breaks (Figure 4, Table S8). All
available studies on Swis-Sfr1 have only been performed
in vitro or in yeast, and so far, it is not known whether
SWIs plays a role in mammalian HR and meiosis.”***
The family we report here provides a unique opportu-
nity to observe the in vivo effect of a high impact bi-alle-
lic molecular defect of SWI5, confirming its functional
importance in humans. The role of SWI5 in meiosis is
consistent with the phenotype of both sisters in our
family, with early POI and ovarian atrophy. SWI5 could
also act in a complex with SFR1 in humans, since the
interaction between the two molecules is predicted to be
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A) Aberrant metaphases Breaks/ metaphase Radial figures
e Genotype MmC MMC MMC MMC MMC MmMmC
Untreated (150 nM} | (300 ni) Untreated (150 nM) | (300 nM) Untreated (150 nM) | (300 M)
0/50 1/50 1/50 1/50 7/50 0/50 0/50
Control wT WT 0%) 2%) 2%) 0 ©.02) ©.14) (0%%) | 050 0%) %)
Patient 1 HELQ Hom 3/50 23/50 41/50 4/50 84/50 199/50 1/50 8/50 26/50
(6%) (46%) | (82%) (0,08) (1,28) (3.98) (2%) | (186%) (52%)
. 5/50 43/50 19/19 6/50 190/50 309/19 0/50 extremely
Faden2| HROR Hom | (ow) | @6%) | (100%) | ©12) | (3.8 | (1626) | (0%) | ™™™ | numerous
5 0/50 19/50 45/50 40/50 450/50 4/50 49/50
[ Patient 3 | swis Hom (0%) (38%) | (30%) 0 ©.8) © 0/50 | (a%) (98%)
4/50 48/50 30/30 4/50 437/50 0/50 extremely
Patient 4 | Fanconi anemia Hom (8%) (©96%) | (100%) (0,08) (8.74) >30 (0%) numerous | o ous
WT: wild type, Hom: Homozygous
HELQ HROB Swis Fanconi Anemia
-
= EN

Figure 4. Chromosomal instability in patients with molecular defects of DNA repair genes. A}. Chromosomal breaks analysis of
the patient’s lymphocytes, a control (a WT fertile woman), and a patient with Fanconi anemia, in the presence of increasing concen-
tration of mitomycin (MMC). B} Selected figures of metaphases from the patients with molecular defects of SWI5, HELQ, HROB com-
pared to Fanconi anemia and control cells in the presence of 366 nM of MMC. Chromosomal breaks are shown with red arrows and
radial figures with asterisks.

In the absence of MMC, while no spontaneous breaks are observed in cells of the patient with the SWI5 homozygous splice vari-
ant, respectively 6% and 10 % of cells of the patients with homozygous truncated variants of HELQ and HROB presented increased
breaks, similarly to cells of the patient with Fanconi anemia {8%). In the presence of 150nM MMC, 86% of cells with the HROB patho-
genic variant presented breaks with 3.8 breaks per metaphase very similarly to cells of the patient with Fanconi anemia {96%) and
radial figures were observed in numerous cells of both types. Increased breaks were also observed in 46% of cells with the HELQ
pathogenic variant {1.28 breaks per metaphase) and 38% of cells with the homozygous SWIS variant (0.8 breaks per metaphase).
Radial figures were observed in 16 % and 8 % of cells respectively. At 300 nM MMC, HROB-cells mimic Fanconi anemia cells, all pre-
senting breaks {16.26 breaks per metaphase) with numerous radial figures, while 90% of SWI5-cells presented breaks with a mean
of 9 breaks per metaphase and 82% of HELQ-cells with a mean of 3.98 breaks per metaphase. HROB-cells mimic Fanconi anemia
cells with spontaneous chromosomal instability and marked hypersensitivity to MMC while HELQ-cells and SWI5-cells have a milder
phenotype, but clearly with increased breaks when compared to control cells, and with radial figures, a pathognomonic feature of
Fanconi anemia.

abolished in our patients. Our results thus reinforce the
crucial role of the Swis-Sfrr complex in meijosis and pro-
vide a strong argument for extending its role to the
human species.

CENPE: This study includes a family with mixed
origin (Asian and European) in which three sisters pre-
sented POI with SA at 16, 2¢ and 34 years. WES identi-
fied a  heterozygous, stop-gain  variant of
CENPE (NM_o001813.2: ¢.2023C>T; Q6y5Ter). CENPE
encodes the centromeric protein E, a kinesin-like
motor protein essential for correct chromosome segre-
gation in both meiosis and mitosis and in genome sta-
bility. It is highly expressed in germ cells. In mice this
protein has an essential role in meiosis and in matur-
ing oocytes.”?

d) Mitochondrial autophagy (Mitophagy).

SPATA33: In a patient with POI and PA born to consan-
guineous Algerian parents, WES studies identified a

www.thelancet.com Vol 84 October, 2022

homozygous insertion of a single nucleotide in the exon
1 of SPATA33 (NM_153025.2: c.34dup; p.CysiaLeuf-
sTera}, heterozygous in her parents and one unaffected
sister. The other unaffected sister inherited both wild-
type alleles. SPATA33 is a protein exclusively expressed
in mitochondria germ cells.”* Recent in vitro studies
performed on mouse testes revealed that this protein is
localized in mitochondria and has been described as a
novel autophagy mediator for mitophagy. This suggests
a potential role of mitophagy in POI (mitochondrial
autophagy).”*

e) Gene involved in peptide processing.

XPNPEP2: In a French patient presented POI and SA at
the age of 30 years, we identified a paternal heterozy-
gous frameshift deletion in exon 2 of XPNPEPz
(NM_003399: ¢.63_g4del; p.His22CysfsTersq).
XPNPEPz encodes APP2, an aminopeptidase, ubiqui-
tously expressed that removes N-terminal amino-acids
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Family - CYP19A1
(L190Pfs*11 )
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Figure 5. Pedigrees of the family confirming the causal role of genes in POL. Double lines indicate consanguineous union. Blue
arrows indicate the patients and relatives studied with NGS, The other family members available are studied by Sanger sequencing.
The segregation of the variant is shown under each sequenced individual. MT: Mutated, MT1: first mutation, MT2, second mutation,
WT: wild type. The age of patients at diagnosis is indicated in blue between brackets.

the wunique exon of CCDC185 (NM_152610.3:
c1174C>T: p.GlnzgaTer), heterozygous in the mother.

from peptides with a penultimate prolyl residue (as Arg-
Pro-Pro)” notably collagen that regulate follice

growth.” In the rat ovary, it was suggested that
XPNPEP2 regulates collagens formation.” To date,
there is only a single report of a balanced translocation
(X;12) that interrupts XPNPEP2 in a patient and her
mother, who both presented with SA and POL" This
point PV of this gene that we identified here validates
its causal role in POL

f) Genes with unknown function. Interestingly two
genes belonging to the coiled-coil family with unknown
function were identified in two unrelated patients.

CCDCi50: In a consanguineous Moroccan patient
with primo-secondary amenorrhea at the age of
15 years, WES identified a homozygous two-base-pairs
deletion in exon 2 of CCDC150 (containing 28 exons):
NM_ooro80539.2:  c.291_292delTG: p.CysgyTer.
This gene is highly expressed in the testes, according
to the GTex database. Of note, only adult ovaries are
included in GTex. Other genes exclusively expressed
in testes according to GTex were in fact also expressed
in foetal ovaries such as STAG3." Very little is known
about this protein. However, a strong interaction is
predicted between CCDCrso and RADso, a major
protein involved in homologous recombination, using
String software (https://string-db.org/}.

CCDC185 (CrorfGs): A Turkish patient born to con-
sanguineous parents had POI and early SA at the age of
17 years. WES identified a homozygous stop codon in

This gene is excdusively expressed in the testes accord-
ing to the GTex database.

II. Involvement of genes responsible for syndromic POI
in patients with apparently isolated forms. Unexpect-
edly, in 32 (8.5%) patients initially presenting as isolated
POI, we identified PV/LPV in genes known to cause syn-
dromic POI (Table Sy, Sg}. One patient with POI and
early SA had the G188Q homozygous PV of GALT, the
most frequent mutation causing ga.lac‘cosemian26 It is a
severe, life-threatening metabolic disease often diagnosed
at birth and fatal without specific regimen. Enzymatic
assays confirmed the diagnosis. Reverse phenotyping
revealed only a cataract during infancy treated by surgery.
Our patient survived to adulthood without any specific
medical care unlike all previously reported adult patients
with an early childhood diagnosis who had a continuous
adapted regimen. Eight patients inherited genetic defects
in genes causing pulmonary arterial hypertension (PAH):
CAVi(n=1), BMPRz2 (n=2) or BMPRiB (n=5)."” BMPR2
and BMPR1B encode a transmembrane receptor, member
of the bone morphogenetic protein {(BMP} receptor family
and CAV1 encodes caveolin that has a crucial role in signal
transduction and vesicular trafficking.”” *° All these pro-
teins are expressed both in lungs and ovaries especially in
granulosa cells and display functional roles in both
tissues.”*7*® Deficient bmpis-/- mice are subfertile with
decreased ovulation and fertilization rates while gdfg-/-
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mice are sterile.®® Cavi-/- null mice show reduced fertil-
ity.*® The absence of PAH in particular in patients with
variants of BMRP2 may be explained by several mecha-
nisms: i} the type of the variant; indeed, 50 to 75 % of the
BMPR2 variants detected in patients presenting PAH
were truncated variants while in POI only missense vat-
iants are found®**?; ii) the localization of the variant: the
majority of the BMPRa2 variants detected in patients with
PAH are located in the kinase domain of the protein
{encoded by exon 6-10)° while three out of the four
BMPRa2 variants detected in POI patients are localized in
the cytoplasmic tail of BMPRa2 (the L6568 and R5g7Q var-
iants described here and the previously reported Sg87F
variant).”” It was reported that patients carrying a mutation
affecting the cytoplasmic tail of BMPR2 were character-
ized by an older age at diagnosis compared with other
BMPR2 mutation carriers® and iii) the low penetrance of
the mutation observed for PAH genes in particular for
BMPR2.*7* The penetrance of BMPR2 mutation is esti-
mated to be between 20 and 43%.7% A 2o-year-old
patient had a LPV in BMPR1A. This gene predisposes to
hamartomatous polyposis, absent in our patient. Seven
patients had genetic defects in POLG encoding the mito-
chondrial DNA polymerase, without associated neurologi-
cal or ocular symptoms. We report four supplementary
variants of TP63 (one splice variant and three missense
varjants), a gene causing both isolated and syndromic POI
with dominant inheritance.** TP63 variants described in
POI are usually located in the C-terminal region.*
However, missense and truncated variants in the dif-
ferent domains of TPG63 causing POI have been
described.”” Our data confirm that pathogenic or likely
pathogenic variants in both the 5’ end (c.192+2T>G)
of TP63 or in the N-terminal (p.lle225Thr, p.Lysai4-
Gluj or the C-terminal (p.Thrs66Met) regions of TP63
cause POL One patient had a heterozygous LPV of
TWNK, a mitochondrial helicase implicated in pro-
gressive external ophtalmoplegia with both dominant
and recessive mode of inheritance.> In all these cases,
a comprehensive evaluation of patients and their fami-
lies was recommended with appropriate follow-up ina
multidisciplinary team.

1ll. Confirmation of the causal role of genes in POL. In
26 patients, we identified PV/LPV in thirteen POI
genes previously described in single patients/families
(Figure 5, Table 2}. This confirmed their role in the
pathogenesis of POI worldwide. We showed recently
that a patient harbouring a homozygous SPIDR truncat-
ing variant exhibited a strong MMC-induced chromo-
somal fragility. This supported a role of SPIDR in the
RADs1 pathway and HR.®

IV. Syndromic POl
- Known syndromic Genes identified
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In our cohort, 12 patients (12/375 =3.2%) had syn-
dromic POI (Table S3}. We identified the genes involved
in seven patients (7/12; 58.3%). In all these cases,
genetic diagnosis led to a complete screening for other
signs potentially associated with each syndrome, and to
familial segregation studies.

- Possible syndromic POI not previously described

Interestingly, our series included four patients with
new syndromic phenotypes indicating previously unre-
ported syndromes (Table S3}. They include: 1} keratoco-
nus, 2} horseshoe kidney and epilepsy, 3} Marfanoid
habitus, scoliosis and hyperlaxity and 4} single kidney,
Hashimoto’s thyroiditis, ptosis, and scoliosis. Genes
causing these syndromic POI phenotypes remain to be
discovered.

V. Patients with variants in two different genes. In a
small proportion of patients (8/375; 2.1%), we identified
P/LPV in two different genes (Table Sio). In these
patients, however, one of the mutated genes alone was
sufficient to cause POI Therefore, we did not find evi-
dence of di/multigenic inheritance of POI in our cohort.
Moreover, each exome is known to contain at least hun-
dreds of rare variants, and it is not surprising to find
heterozygous pathogenic or likely pathogenic variants
in more than one POI gene. A recent study based on
6,447 exomes of healthy, genetically unrelated Euro-
peans of two distinct ancestries estimates that each indi-
vidual is a carrier of at least two pathogenic varjants in
currently known autosomal recessive genes.””

Discussion

Pathways and candidate genes involved in POI not
previously described in humans

Our study shows the powerful approach to identify
genetic etiology and pathways not previously implicated
in POL This allows better understanding of the patho-
physiology of POI and opens the way to the develop-
ment of novel therapeutic targets.

The immune pathway has a major role in the ovary
and may explain 4—31% of POI cases.” However, no spe-
cific gene has been found in isolated POI. AIRE causes
the APECED syndrome (Autoimmune polyendocrinop-
athy candidiasis ectodermal dystrophy).” We involve in
this study NLRP11 a gene of the immune NF-kB pathway
in isolated POI not previously implicated. Environmental
factor especially phthalates, bisphenol A, pesticides have
a negative impact on ovarian function, yielding increased
follicular depletion.” Interestingly, the NF-«B pathway is
involved in the production of TNF-¢ and IL-6 in response
to bisphenol A and may also be a therapeutic target.>®

We also describe novel mechanisms in POI revealed
by the genetic defect of ELAVLz, involving post-
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1] Ethnicity Menses (age} Gene Variant Status ACMG Pathway
321 North-African PA BRCA2 NM_000059.4:¢.8350C>T ;p.Arg2784Trp Hom P DNA repair & Meiosis
167 European SA (18) FANCM NM_020937.4:c5101C>T p.GIn1701Ter / Pres P/LP DNA repair & Meiosis
¢.1528G=A: p.Gly510Ser Comp Het
ATM NM_000051.4:c6596_6597delCT : Het P DNA repair & Meiosis
p.Ser2199Ter
192 Finnish PA FANCM NM_020937.4:c5101C>T :p.GIn1701Ter Hom P DNA repair & Meiosis
305 Finnich PA FANCM NM_020937.4:c5101C>T p.GIn1701Ter Hom P DNA repair & Meiosis
306 Finnich PA FANCM Pp.GIn1701Ter Hom P DNA repair & Meiosis
326 European SP (20} FANCM NM_020937.4:c5101C>T p.GIn1701Ter / Comp Het P/LP DNA repair & Meiosis
c575A>T : p.GIn192Leu
323 European SP(17) MSH4 NM_002440.4:c.2198C>A: p.Ser733Ter Hom P DNA repair & Meiosis
59 Asian PA SPIDR NM_001080394.4: c814C>T: p.Arg27 2Ter Hom LP DNA repair & Meiosis
55 North-African SA 39 BNC1 NM_001717.4: ¢.2319C>Ap.Asn773Lys Het Lp DNA repair & Meiosis
88 European SP{(18) ERCC6 NM_000124.4: .1996C>T : p.Arg666Cys Het Lp DNA repair & Meiosis
109 European SP(27) ERCC6 NM_000124.4: ¢.1996C>T : p.Arg666Cys Het L DNA repair & Meiosis
79 European SA (19 ERCC6 NM_000124.4: ¢.1274A> C :pAspd 25Ala Het LP DNA repair & Meiosis
105 European SA (30 ERCC6 NM_000124.4: ¢.1274A> C:pAspd 25Ala Het P DNA repair & Meiosis
21 Middle East SA (37 ERCC6 NM_000124.4: c.1274A> C :pAspé25Ala Het LP DNA repair & Meiosis
140 European PA BMPR1A NM_004329.3: ¢.1327C>T : p.Argd43Cys Het Lp Follicular growth
155 European SA (22) BMPR1B NM_001256793.2: <761G>A: p.Arg254His Het LP Follicular growth
156 European SA (22 BMPR1B NM_001256793.2: <761G>A: p.Arg254His Het LP Follicular growth
267 North-African SA (33) BMPR1B NM_001256793.2: c.1165A>G : p.Ser389Gly Het Lp Follicular growth
268 North-African SA (35) BMPR1B NM_001256793: c.1165A>G:p.Ser389Gly Het LP Follicular growth
PCCB NM_000532: c646A>G:p.Met216Val Het LP Metabolism
38 European SA (16) BMPR1B NM_001256793.2 : .836A>T:p.GIn279Leu Het Lp Follicular growth
163 European SA (21) BMPR2 NM_001204.7: ¢.1967T=>C : p.Leub56Ser Het LP Follicular growth
275 European PA BMPR2 NM_001204.7:¢.1790G>A : p.Arg597GIn Het LP Follicular growth
AMH NM_000479.5:¢35T>G :p.val 12Gly Het LP Follicular growth
325 European SP (24) ESR2 NM_001437.2:¢335C>A p.Serl 12Ter Het Lp Follicular growth
112 Turkish SA (14) CAV1 NM_001172895.1: .1A>G: p.Met1Val Het P Follicular growth
272 European PA RCBTB1 NM_018191.4: ¢.1271T>G :p.Phed24Cys / Pres Comp LP/LP Follicular growth
€.962C>T: p.Pro321Leu Het
168 North-African SA (31) ATG?7 NM_006395.3: Het LP Autophagy
c.1478A>G : p.Lys493Arg
Table 2: Variants confirming the causal role worldwide of genes reported in single patients/families.
PA: Primary amenorrhea; SA: secondary a hea; Hom: h Het: | 15; Comp Het: compound heterozygous; Pres Comp Het: Presumegl
compound heterozygous (parents not available); ACMG: Classification of variant according to American college of Medical genetic; P: Pathogenic, LP, Likely patif-
ogenic. Patient 105 is the mother of patient7g; Patient 2677 and 268 are sisters.

transcriptional and translational regulations in the ova-
ries, known to play a major physiological role.’® Elaviz-/-
mice are infertile. Interestingly, these two candidate
genes (ELAVL2 and NLRP11} have been recently associ-
ated with the age of natural menopause (ANM)*° rein-
forcing the genetic link between POI and the
physiological variance of the ANM (see further).

We found strong evidence of a causal role in POI for
four DNA repair/meiosis/mitosis genes based on mice/
yeast models, and/or chromosomal instability. A high
chromosomal fragility was found in our patients with
defects in three new DNA repair genes: HROB, HELQ,
SWIs, the highest found for the homozygous truncation
of HROB, similar to FA cells (Figure 3, Table S8). How-
ever, there was no sign of FA in our patients (anaemia,

cancer microcephaly, small size or café-au-lait spots).
This chromosomal fragility may lead to an increased
risk of malignancies and therefore a long-term follow-
up by a multidisciplinary team is indicated.

In our study, we only performed MMC-induced
chromosome breakage studies in patients with possible
genetic alteration of double-strand DNA repair genes
like HELQ, SWI5and HROB (Ciyorfsz). Indeed, MMC-
induced chromosomal breakage study only detects
defects in homologous DNA repair and does not allow
evaluating defects in other DNA repair pathways.*®
Thus, we suggest a combined two-step approach in POI
patients using sequentially an NGS study followed by a
chromosomal breakage study in patients with variants
in a gene known or supposed to be involved in
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homologous recombination. This can improve variant
classification.

Interestingly, we identified other candidate genes,
CCDCi55 and CCDC185, exdusively expressed in
gonads but with unknown function. Mice models are
needed to unravel unknown pathophysiological mecha-
nigsms involved in POI. SPATA33 has been recently sug-
gested to be involved in autophagy. If confirmed in
rodent models, it would support the implication of this
crucial pathway in human follicular physiology and pro-
vides a future perspective on curing autophagy-related
reproductive infertility diseases as for other linked
diseases.**

Performance of genetic diagnosis and impact on
patients’ management

Despite the large-scale use of NGS analysis in the era of
genomic medicine, the study of genes involved in POI
is often limited to the screening of the FMR1 premuta-
tion (3-5% of cases).” We show here in our large cohort
of 375 patients that NGS is an effective diagnostic tool
for patients with POI. Using ACMG criteria, the rate of
detection of pathogenic variants was 29.3% in the whole
cohort and 26.3% in the European population (232
patients} (Induding only P/ LP variants in known POI-
genes. Variants in genes not previously related to POI
or a Mendelian phenotype are considered of unknown
significance-VUS as recommended®). This high yield
supports a thorough genetic study of all unexplained
POI patients in dinical practice. Very few studies were
previously reported induding either a small cohort (20-
6o patients), a very limited number of POI genes
(n=18),”> *° or reporting only heterozygous variants,
the pathogenicity of which could not be formally dem-
onstrated. Indeed no familial segregation studies were
performed*® and the rodent models deficient in these
genes have a recessive mode of transmission.*® More-
over, in these studies, authors also considered VUS or
likely benign variants that cannot be used for a genetic
diagnosis.”> 47 Only variants classified as pathogenic or
likely pathogenic can guide management of patients.
Accordingly, we could not confirm the high involve-
ment described up to 6.2% for some POI genes notably
NOBOX or BMP15.** 45 Of note, the RiiyW-NOBOX
variant is classified benign according to ACMG criteria
and has a high Minor Allele Frequency-MAF up to
8.17 % in the African population in GnomAD exome
and genome databases. Efforts to improve adherence to
these guidelines will be important to prevent erroneous
misdassification of non-pathogenic variants in POI
genetic testing and inappropriate diagnosis.

To date, both homozygous and heterozygous var-
iants of NOBOX have been reported in patients with
POI, some of which have been validated with in vitro
functional studies.*#*** ° We report an additional
truncating variant of NOBOX (Y46X} in two unrelated
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patients (ID 143 and 331} (Figure 5). Unlike previous
reports, we were able to perform a large familial trans-
mission study in three generations in one family (family
of the proposita with ID 331). The patient’s mother,
grandmother and maternal aunt, all with POI and sec-
ondary amenorthea, harboured the Y46X variant of
NOBOX. This strongly supports an autosomal domi-
nant transmission of this truncated variant. Altogether
these data argue that inheritance pattern of NOBOX is
either autosomal dominant’ or autosomal recessive*“>°
with a genotype-phenotype correlation. Biallelic trun-
cated variants of NOBOX cause POI and primary amen-
orthea with a recessive mode of inheritance while
heterozygous variants of NOBOX yield POI and second-
ary amenorrhea with an autosomal dominant transmis-
sion or haploinsufficiency.

The identification of the genetic cause has a major
impact on genetic counselling and personalized patient
care, with:

i) Psychological consequences for patients and their fam-
ily: as it reveals the causal mechanism for their
infertility. Furthermore, offering a presymptomatic
genetic testing in siblings may enable fertility pres-
ervation, if appropriate.

ii) Important information on the fertility prognosis by pre-
dicting a possible residual OR. There is no direct
method to evaluate this OR. AMH assays are nega-
tive when only small follicles are present in the
ovaries.”

We show that in 60.5% of our patients the genetic
defect allows prediction of a persistent OR at an early
stage: this indudes patients with defects in genes
involved in follicular growth (35.4%), metabolism and
mitochondrial functions (19%), ovarian developement
(6.1%), autophagy (1 patient). Indeed, previous studies
have reported positive AMH values and even pregnan-
cies in patients with defects of these gene families, and
the OR is also conserved in the corresponding rodent
models."" It should be noted that, concordantly, previ-
ous histological study revealed the presence of an OR in
57% of patients with POL>

For instance, we identified a mild form of galacto-
semia with a homozygous PV of GALT in a patient ini-
tially presenting with isolated POI. Such patients have
48% of chances of being spontaneously pregnant in two
years®® (9o% in the general population). The patient
stopped the oocyte donation program she had started.
Other patients with complete FSHR or BMP15 inactiva-
tion are known to have a preserved OR, although a rapid
decrease can occur.”’*% Similarly, patients with POI
and mild mutations of some meiosis/DNA repair genes:
FANCM, ERCC6, BNC1 may have spontaneous preg-
nancies, as found in our cohort.” This may be due to a
hypomorphic mutation or alternative compensatory
pathways or to the fact that heterozygous mutations are
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found with possible escape of oocytes to DNA damage.
The genetic diagnosis of POI is thus a medical priority
as soon as all other causes have been eliminated. Fertil-
ity preservation in a multidisciplinary team should be
discussed without delay in these patients and their
affected siblings when appropriate to avoid the rapid fol-
licular atresia that may occur in such patients.”” The
prediction of a residual OR could allow these patients to
benefit from new in vitro activation- IVA techniques in
the near future’* Variable results were obtained in
small cohorts of unselected POI with a yield of 3.7 up to
21% of healthy newborns.”* A genetic pre-screening of
patients could markedly improve the success of IVA by
excluding patients whose ovarian reserve is predicted to
be absent or severely impaired.

Similarily, in male infertility® it has been proposed
that a genetic diagnosis could predict positive testicular
sperm extraction (TESE) or, on the contrary, may avoid
unnecessary surgical interventions in case of major
defects of DNA repair and meiosis genes.”

By contrast, in 29.4% of our patients, often with PA,
major defects in meiosis/DNA repair genes are found.
A major alteration of the OR is predicted with a very
poor fertility prognosis, as in previously reported
patients.” This is also confirmed by the corresponding
animal models.”” A rapid referral of these patients to
egg donation or adoption could avoid repeated IVF fail-
ures and unnecessary delay in their parental desire.

iii) Prevention or treatment of possible comorbidities. In
our cohort, 45.9% of patients may have, or are at
risk to develop, associated comorbidities, requiring
a comprehensive assessment by a multidisciplinary
team:

o) Other organic defects are found in genetically
revealed syndromic POI (8.5% of cases): in 32
patients initially referred as isolated POI, we
identified pathogenic variants of genes causing
syndromic POIL Similarly, Alhathal et al found
that in 3.1% (9/2y5 patients presenting male
infertility with azoospermia or severe oligozoo-
spermia}, infertility can be the sole or major phe-
notypic expression of genes that are known to
cause  multisystemic  manifestations  in
humans.*® In the same way, Kraucz et al found
that 3/29 patients presenting infertility with Ser-
toli cell-only syndrome had biallelic variants of
FANCA with only subtle haematological abnor-
malities corresponding in fact to occult FA.Y
The existence of potential defects of other
organs, undiagnosed, requires complete evalua-
tion of the patients and most often a long-term
follow-up of patients and their families.

B) Tumour/cancer in POI linked to meijosis/DNA
repair genes (37.4% of cases):37.4% of patients
had alteration of meiosis/DNA repair genes or

mitosis. Although this gene family is the main
contributor to POI, unexpectedly only six genes
so far are known to cause POI and tumours/can-
cers in humans: BRCAz2, FANCM, MCMS§/9,
PSMC3IP,STAG3."72"* The majority of the cor-
responding deficient mice, however, developed
tumours.” Prospective studies in larger cohorts
of patients will allow a more precise evaluation
of the risk of tumours/cancers in these patients.
Genetic counselling should be offered to patients
and their families with long-term follow-up
when adequate.

The identification of this latter subpopulation of
patients with POI due to PV/LPV variants in can-
cer susceptibility genes is therefore a medical
and scientific priority.

Overlap between genes implicated in azoospermia and
POl

There is a remarkable overlap between genes involved
in azoospermia and POL 1t is interesting to note that
genes belonging to the meiosis/DNA repair family
induding genes of the synaptonemal complex is the
leading family shared by POI and male infertility with
azoospermia. This is the case for novel variants in genes
identified in our study: STAG3,SS 6o SPIDR,*%%*
PSMC3IP,5>% HFM1,55°4 FANCM.>® We can there-
fore expect the discovery of other genes causing both
male and female infertility in the near future, belonging
especially to the meiosis and DNA repair gene family.

Link between genes involved in POl and genes
involved in the physiological reproductive lifespan
Epidemiological studies in various populations have evi-
denced a link between the age of natural menopause and
lifespan or the odd ratio of all-cause mortality, including
cancer.”*’ WES and genome-wide association studies
(GWAS) have highlighted a genetic link between POI
and the ANM, through the DNA repair/meiosis gene
family, the latter also being involved in aging.*® Recently,
a large GWAS study involving more than 200 coo
women worldwide identified 290 loci involved in the
ANM with an effect ranging from 3.5 weeks to 74 weeks
(~1.2 years).*° Very interestingly, three genes involved in
POI in our study: HELQ, ELAVLz and NLRP11 were also
found to be associated with the ANM. This markedly sup-
ports the role of these candidate genes and pathways in
the age of physiological and pathological menopause/
PO, especially ELAVLz and NLRP11.

Conclusion

We describe here a highly successful genetic screening
in a large cohort of patients with POI, allowing a genetic
diagnosis in 29.3% of the patients. We showed that in
8.5% of cases, POI is the only phenotypic expression of
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a complex genetic disorder affecting other organs. This
led to an adapted genetic counselling and a personalized
management of patients and families either for preven-
tion/treatment of potential comorbidities (other organ
defects, or tumours/cancers when DNA repair genes
are involved) or for early fertility preservation when an
OR can be predicted in the light of the future develop-
ment of innovative treatments of IVA. Strong evidence
involved g new genes in POI and, three previously
undescribed pathways that may provide new therapeutic
targets for the infertility of POI in the future. Identify-
ing the causes of POI will greatly expand our knowledge
of the mechanisms controlling fertility in women.

Limitations

This work involves the largest cohort of patients with
POI studied by next generation sequencing to date.
However, due to the relatively high prevalence of this
condition (1 to 3.7% of women before the age of 40),"* a
larger cohort could be studied in the future to better
define the monogenic part of POI, ~30 % as shown in
this study. This will: i} confirm the proportion of POI
that can benefit from genetic diagnosis, ii) definitively
implicate the nine genes identified here as candidate
genes in POL Indeed, these genes had never been asso-
ciated with POI or a Mendelian disease, iii) to study the
impact of a genetic diagnosis on the management of
patients. Our study could encourage physicians to sys-
tematically prescribe NGS studies to all patients without
an identified etiology, and not be limited solely to karyo-
typing and screening for the FMR1 premutation, the
only genetic studies currently performed in most
centres across the world. The Guidelines of Interna-
tional Societies in the field of Reproduction and Fertility
may be updated in the light of these results. It should
be noted that in our study, the segregation of the identi-
fied variants could only be achieved in 40% of cases
because the parents were not available for the other
patients. The absence of available trios has hampered
the assessment of de novo mutations that might explain
a subset of POI as has been observed in infertile men®®
or other conditions®” and may improve the diagnostic
performance of NGS studies in POL
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SUPPLEMENTAL APPENDIX
Genetic landscape in a large cohort of Primary Ovarian Insufficiency. New

genes/pathways and implication for personalized medicine

Supplemental Materials and Methods:

1. Molecular genetics studies

a) Whole exome sequencing
Whole exome sequencing studies (WES) were performed on genomic DNA extracted from the
peripheral blood of the propositae and available affected and unaffected sisters and mothers.
Library preparation, exome capture, sequencing, and data processing were performed by
IntegraGen SA (Evry, France) according to their in-house procedures. Data analysis was
performed as described in our previous studies (Fouquet et al., 2017b; Heddar et al., 2019b,
2020b; Caburet et al., 2020b). In brief, exon enrichment was performed on 600 ng of DNA,
using the Agilent SureSelect Human All Exons kit version CRE (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA). Exon-enriched libraries were subjected to 75 bp paired-end sequencing on a
HiSeq2500, according to the manufacturer’s protocol. Read alignment to the human reference
genome (GRCh38) and variant calling were performed using the Illumina pipeline (CASAVA
1.8.2). Variant annotation was performed using Ensembl’s Variant Effect Predictor. The
variants were filtered using SIRIUS, an IntegraGen in-house pipeline platform.

Filtration according to the mode of inheritance is a powerful method. Therefore, the exomes
of affected patients were compared to the exomes of selected and available affected and non-
affected members of the family. The exome analysis was performed as follows: In the presence
of known or suspected consanguinity, we focused on all rare homozygous variants identified in

the patient’s exome. In fact, each exome contained approximately 10—20 rare homozygous

168



variants. When parents’ exomes were available, we confirmed the presence of the variant in the
heterozygous state in one or both parents. The causal variant was identified using a combination
of in silico bioinformatic predictors and bibliographic research (regarding gene function,
expression, animal model described, etc.). In the absence of inbreeding, we tested the
hypothesis of a recessive mode of transmission but with two compound heterozygous
pathogenic variants; these variants occur in the same gene, each of which is transmitted by one
of the two parents. We therefore performed a comparative study of the patient's exome with
that of the parents or her available relatives. Furthermore, we tested the dominant mode of
transmission of a paternal gene variant—which had no effect on male fertility—transmitted to
the proposita and affected sisters and absent in the unaffected sisters. Finally, and although
rarely described in POI, we tested the de novo hypothesis (variant present only in the proposita
and absent from WES of both parents when the latter were available).

b) Targeted next generation sequencing

A custom-made targeted NGS study, including all known genes involved in
POI(Huhtaniemi et al., 2018b), was performed in proposita and available relatives. We also
included genes previously suggested to be associated with the age of menopause by genome-
wide association studies (GWAS) and selected POI candidate genes. Libraries were prepared
using an NEB Next Prep Master Mix Set for lllumina (NEB Inc). Enrichment was performed
on 500 ng of DNA using a Sure Select XT Reagent Kit (Agilent). Libraries were subjected to
75 bp paired-end sequencing on a MiSeq2500 according to the manufacturer’s protocol. Data
analysis was performed using an automated bioinformatics pipeline implemented with a local
Galaxy instance at Bicétre Hospital, France. In brief, alignment to the human reference
genome 19 (GRCh37) was performed using BWA-MEM 0.7.10. Variant calling was
performed using GATK 3.4-46, and single nucleotide variants were annotated using both

Annovar 2015-06-17 and Snpeff 4.0. Variants detected were processed using the following
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bioinformatic filters: (i) variants with a read coverage under 5x and a Q score <20 were filtered
out, and (ii) variations against EXAC databases were filtered using a minor allelic frequency
(MAF) of 0.02. The short list of variants with an MAF <0.02 according to the EXAC database
was then manually annotated using dbNSFP, an integrated database including a wide range of
in silico predictors and all human polymorphism databases, notably gnomAD (Liu et al., 2016).
Variant classification according to the ACMG-AMP 2015 guideline was performed using

InterVar (Li and Wang, 2017) (https://wintervar.wglab.org/) and Varsome (Kopanos et al.,

2019) (https://varsome.com/).

c¢) NGS Studies in familial POI: In our cohort 70 proposita belonging to 70 different families
have been included. For 24 non- consanguineous patients, mainly of European origin (16
Europeans, 5 North Africans, 2 Africans and 1 Asian), no family member (parents, sisters,
cousins) was available for exome studies. A targeted -NGS (T-NGS) was performed. For 46
other families either consanguineous or with available relatives, 13 were studied in our
laboratory in 2017 before the implementation of our efficient in-house targeted NGS. We used
WES first to study those families. The 33 other patients had T-NGS first after its development,
followed by WES in case T-NGS was negative.

c) Sanger Genomic Sequencing

Direct genomic Sanger sequencing was performed in the proposita and the available

relatives to confirm the relevant pathogenic variant and to specify the inheritance.
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Supplemental Figures

Fig.S1: Clinical characteristics of our cohort of patients with POI. A. Sporadic or familial
cases. B. Menses; PA: Primary Amenorrhea, SA: Secondary Amenorrhea, SP: Spaniomenor-
rhea. C. Initial clinical presentation: isolated/non-syndromic (dark blue); syndromic with other

extra ovarian features (light blue). D. Ethnic origin of the patients.
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Fig.S2: Most recurrent genes in the cohort. Genes with variant in more than three patients are
represented. Variants are classified according to ACMG criteria. Only Pathogenic and Likely

pathogenic variants are considered for the genetic diagnosis as recommended by the ACMG.
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Supplemental Tables

(Tables S1, S6 and S7 are larger tables added as separate Excel files)

Table S2: Clinical characteristics of the Cohort

Age at diagnosis (Years)
Mean age
Ethnicity
European
North- African
Finnish
African
Asian
Turkish
Middle East
Mixed

Initial clinical presentation
Isolated POI
Syndromic POI

Menses
Primary Amenorrhea (PA)
Secondary Amenorrhea (SA)
Spaniomenorrhea (SP)

Pregnancy before POI (SA or SP)
Yes spontaneously
1 pregnancy
2 pregnancies
3 pregnancies
4 pregnancies
Yes with IVF
1 pregnancy
2 pregnhancies
No
Unkown
Hormonal Assays
FSH (1U/)
LH (1U/)
Estradiol (1U/l)
AMH (ng/l)

N
25,54[12-40]

232
63
23
21
9
17
3
7

363
12

93
245
37

81
46

P AONGOR

279
10

76,5[25-244]
37,34 [4,6-143]
48,240 -430]
0,31[0-8,3]

%

61,9 %
16,8 %
6,1 %
5,6 %
2,4 %
4,5 %
0,8 %
19%

96,8%
3,2%

24,8%
65,3%
9,9%

21,6%
12,3%
7,5%
1,3%
0,5%
1,3%
1,1%
0,2%
74,4%
2,7%
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Table S3: Associated clinical features in patients with syndromic POI

ID Ethnicity | Age | Menses | Phenotype Gene Anomalie Status Known
syndrome
92 European 27 SP Blepharophimosis, epicanthus inversus, and ptosis FOXL2 NM_023067.4:c.655C>T - Het BPES
p.GIn219Ter
242 | European 34 SA Blepharophimosis, epicanthus inversus, and ptosis FOXL2 NM_O??}OE;.Q;%?GG>A Het BPES
. . . . . NM_023067.4:c.576del :
324 | European 28 SP Blepharophimosis, epicanthus inversus, and ptosis FOXL2 p.Lys193SerfsTer78 Het BPES
NM_000383.4:c.769C>T :
- p.Arg257Ter & Comp
175 | European 27 SA Hypoparathyroidism AIRE ¢.967 979del : Het APECED
p.Leu323SerfsTer51
NM_018191.4:c.1271T>G Com Syndromic
272 | European 13 PA Mild Intellectual disability, Sensorineural hearing loss, hyperthroidism RCBTB1 p-Phed24Cys & Hetp retinal
€.962C>T : p.Pro321Leu dystrophy
NM_022464.5 Marinesco-
182 African 27 SA Marinesco-Sjogren syndrome SIL1 :€.1249C>T : Hom Sjogren
p.GIn417Ter syndrome
NM_032485.6 : IUGR,
315 Turkish 14 PA Intra uterine growth retardation (IUGR), Hypothyroidism, pilomatricomas MCM8 . e Hom | Hypothyroidism,
€.925C>T:p.Arg309Ter g :
pilomatricomas
104 | European 16 PA Single kidney, Haschimoto's thyroiditis, Ptosis, Scoliosis NI - - -
115 | European 13 PA Horseshoe kidney epilepsy NI - - -
139 | European 18 PA Keratoconus NI - - -
235 | European 12 PA Marfanoid habitus , scoliosis, hyperlaxity NI - - -

PA: Primary Amenorrhea; SA: Secondary Amenorrhea; SP: Spaniomenorrhea. Age: age at diagnosis. NI: Not identified.
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Table S4: Diagnostic performance according to patient’s ethnicity

Positive Carrier VUS Negative Total
112
European | 61 (26,3%) | 15 (6,5%) | 44(19%) (48.2%) 232
North African 16 3 21 23 63
Finnish 11 1 1 10 23
African 6 3 4 8 21
Asian 4 1 3 1 9
Turkish 8 1 5 3 17
Midle East 2 0 0 1 3
Mixed 2 1 2 2 7
160
Total 110 (29,3%) |25(6,7%) 80(21,3%) | (41,7%) 375

Vus: variant of unknown significance

Table S5: Classification of variants detected in the cohort of patients with POI

ACMG Classification
Pathogenic
Likely Pathogenic
Unkown significance

Haplotype

Heterozygous
Homozygous
Compound Heterozygous

Presumed compound heterozygous

Type of variant

Missense

Frameshift

Stopgain

Inframe deletion

Splice

Start lost

Total

N

51
62
104

144
28
24
21

159
24
24

217

%

23,6%
28,7%
47,7%

66,3%
12,9%
11,1%

9,7%

73,2%
11,1%
11,1%
2,8%
1,4%
0,4%

100%
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Table S8: Quantification of chromosomal breaks in patients with POl and novel DNA repair -genes

Aberrant metaphases

Breaks/ metaphase

Radial figures

Gene Genotype
MMC | MMC MMC MMC MMC MMC
Untreated | 156 nwmy | (300 nmy | Utretd | 5q vy | (300 nmy | UNtreAtd | 50 My | (300 nwmy
0/50 1/50 1/50 1/50 7/50 0/50 . 0/50
Control 1 WT WT %) o %) 0 0.02) o) 0oy | 05008 | oo
o 1/50 5/50 9/50 1/50 7/50 19/50 0/50 2/50 2/50
Patient 1* | BRCA2-R2842C | Hom (2%) 10%) | (18%) | (0,02) | (0.14) 0,38) (0%) (4%) (4%)
] 0/50 3/50 2/50 5/50 10/50 0/50 2/50 1/50
Mother BRCA2-R2842C Het (0%) (6%) (4%) 0 ©0.1) 0.2) (0%) (4%) (2%)
. 3/50 2350 | 41/50 4/50 64/50 199/50 1/50 8/50 26/50
Patient 2 HELQ Hom (6%) 46%) | (82%) (0,08) (1,28) (3.98) (2%) (16%) (52%)
1/50 350 | 28/50 3/50 8/50 61/50 0/50 2/50 4150
Mother HELQ Het (2%) ©%) | (6%) | (0.06) (0.16) (1,22) (0%) (4%) (8%)
: 5/50 43/50 19/19 6/50 190/50 309/19 0/50 extremely
Patient 3 HROB Hom (10%) 86%) | (100%) | (0.12) 3.8) (16,26) (%) | MUMerous |\ imerous
. 0/50 19/50 | 45/50 40/50 450/50 4/50 49/50
Patient 4 SWI5 Hom (0%) (38%) (90%) 0 0.8) ) 0/50 (8%) (98%)
oatient 5 | Fanconi anemia | Hom 4150 48/50 | 30/30 4150 437/50 30 o50 | | extemely
(8%) (96%) (100%) (0,08) (8,74) (0%) numerous

WT: wild type, Hom: Homozygous, Het : heterozygous.* Previous reported patient and her mother with the hypomorphic variant of BRCA2 (R2842C)* . Note
that patient with homozygous pathogenic variants of HROB have the highest chromosomal breaks (radial figures and breaks /metaphase) closed to what is
observed in Fanconi anemia cells.
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Table S9: Patients initially presenting isolated POI with Pathogenic or Likely Pathogenic variants in genes causing syndromic

POI
ID Ethnicity | Menses | Gene Variant Status | ACMG | Pathway Related syndrome and associated symptoms
(ages)

24 European | SA (21) | GALT NM_000155.4 :¢c.563A>G:p.GIn188Arg Hom 5 Metabolism Galactosemia: cataract, mild intellectual disability,
feeding difficulties, poor weight gain and growth,
lethargy, and jaundice.

9* European | SA (39) | POLG NM_001126131.2:c.2528A>G:p.GIn843Arg Het 4 Mitochondria | Progressive external ophthalmoplegia,Parkinsonism,

152* | European | SP (32) | POLG NM_001126131.2:c.2528A>G Het 4 Mitochondria | Progressive external ophthalmoplegia,Parkinsonism,

p.GIn843Arg

85 European | SA (33) | POLG NM_001126131.2:c.2492A>G Het 4 Mitochondria | Progressive external ophthalmoplegia, autosomal

p.Tyr831Cys dominant

133 European | SA (38) | POLG NM_001126131.2:c.2492A>G Het 4 Mitochondria | Progressive external ophthalmoplegia,Parkinsonism,

p.Tyr831Cys
PCCB NM_000532.5:¢.911C>T: p.Thr304lle Het 4 Metabolism Propionicacidemia : poor feeding, pancytopenia,
dystonia, psychomotor delay,seizures and
cardiomyopathy

190 Finnish SA POLG NM_001126131.2:c.2492A>G Het 4 Mitochondria | Progressive external ophthalmoplegia,Parkinsonism,

p.Tyr831Cys

241 North- SA (34) | POLG NM_001126131.2:¢.1550G>T Het 4 Mitochondria | Progressive external ophthalmoplegia,Parkinsonism,

African p.Gly517Val
278 European | SA (34) | POLG NM_001126131.2:¢.1550G>T:p.Gly517Val Het 4 Mitochondria | Progressive external ophthalmoplegia,Parkinsonism,
52 European | SA (29) | PMM2 NM_000303.3:¢c.422G>A:p.Argl41His Comp 5 Metabolism
Htz
NM_000303.3: ¢.91T>C :p.Phe31Leu 4 Metabolism
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300 North- SA (16) | PMM2 NM_000303.3:¢.95T>G:p.Leu32Arg Hom Metabolism Congenital disorder of glycosylation, type la:
African
Intellectual disability, hypotonia, growth retardation
301 North- SA (16) | PMM2 NM_000303.3:c.95T>G:p.Leu32Arg Hom Metabolism and seizures, and multiple organ failure.
African
NM_000532.5:¢.911C>T : p.Thr304lle Pres Metabolism Propionicacidemia : poor feeding, pancytopenia,
Comp dystonia, psychomotor delay,seizures and
276 | European | SA(28) | PCCB | NM_000532.5: ¢.1490C>T : p.Ala497Val Htz Metabolism | cardiomyopathy
186 Finnish SA LMNA NM_170707.4:¢.1256G>T : p.Arg419Leu Het Metabolism Cardiomyopathy, dilated, 1A; Hutchinson-Gilford
progeria
43 Turkish PA CYP19 | NM_000103.4:c.568dupC:p.Leul90ProfsT Hom Metabolism Aromatase deficiency syndrome :
Al erll pseudohermaphroditism and virilization in women;
_ _ and tall stature, osteoporosis and obesity in men
44 Turkish PA CYP19 | NM_000103.4:c.568dupC:p.Leul90ProfsT Hom Metabolism
Al erll
Het Mitochondria | Progressive external ophthalmoplegia with
mitochondrial DNA deletions, autosomal dominant,
130 European | SA (20) | TWNK NM_021830.5:c.904C>T:p.Arg302Trp Perrault syndrome.
FANCM | NM_020937.4:c.5791C>T : p.Argl1931Ter Het DNA repair & | Breast-ovarian cancer, familial,Fanconi Anemia
Meiosis
247 North- SP (23) | WT1 NM_024426:¢.299C>G:p.Alal00Gly Het Follicular Denys-Drash syndrome,Frasier syndrome:
African growth
Disorder of Sex developement, Nephrotic syndormic,
255 North- SA (24) | WT1 NM_024426: ¢.299C>G:p.Alal00Gly Het Follicular nephroblastoma.
African growth
140 European PA BMPR1 | NM_004329.3:¢.1327C>T : p.Arg443Cys Het Follicular Hereditary mixed polyposis syndrome
A growth
112 | Turkish SA (14) | CAV1 NM_001172895.1:¢c.1A>G: p.Met1Val Het Follicular Pulmonary Arterial hypertension: Lipodystrophy,
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growth

familial partial

163 European | SA (21) | BMPR2 | NM_001204.7:c.1967T>C : p.Leu656Ser Het Follicular Pulmonary Arterial hypertension
growth
BMPR2 | NM_001204.7:c.1790G>A : p.Arg597GIn Het Follicular Pulmonary Arterial hypertension
growth
275 European PA
AMH NM_000479.5:¢.35T>G :p.Vall2Gly Het Follicular
growth
76 Middle SA (19) | FOXL2 | NM_023067.4:c.1049A>T : p.GIn350Leu Het Follicular BPES: Blepharophimosis, epicanthus inversus, and
East growth ptosis ,POI
198 Finnish PA TP63 NM_003722.5:¢.191+2T>G:p.? Het DNA repair &
Meiosis
Ectrodactyly, ectodermal dysplasia, cleft lip or palate
224 African PA TP63 NM_003722.5:c.674T>C:p.lle225Thr Het DNA repair & | syndrome
Meiosis
BLM NM_000057.4:c.772_773delCT:p.Leu258 Het DNA repair & | Bloom syndrome: pre- and postnatal growth
GlufsTer7 Meiosis deficiency, a telangiectatic erythematous rash;
predisposition to early onset cancer
262 North- SA (27) | TP63 NM_003722:¢c.1697C>T:p.Thr566Met Het DNA repair & | Ectrodactyly, ectodermal dysplasia, cleft lip or palate
African Meiosis
336 European | SA (38) | TP63 NM_003722:c.640A>G :p.Lys214Glu Het DNA repair & | Ectrodactyly, ectodermal dysplasia, cleft lip or palate
Meiosis
318 Turkish PA BRCA2 | NM_000059.4:¢.8524C>T :p.Arg2842Cys Hom DNA repair & | Breast-ovarian cancer, familial / Fanconi Anemia
Meiosis
280 North- PA BRCA2 | NM_000059.4:c.7234_7235insG Pres DNA repair & | Breast-ovarian cancer, familial / Fanconi Anemia
African p.Thr2412SerfsTer2 Comp Meiosis
Htz
NM_000059.4: ¢.9364G>A:p.A3122T DNA repair & | Breast-ovarian cancer, familial / Fanconi Anemia
Meiosis
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282

European

SA (15)

ATM

NM_000051.4:¢.8494C>T : p.Arg2832Cys

NM_000051.4: ¢.6998C>A : p.Thr2333Lys

Pres
Comp
Htz

DNA repair &
Meiosis

DNA repair &
Meiosis

Ataxia  Telangiectasia syndrome: Progressive
cerebellar ataxia, telangiectasia, increased
susceptibility to infections and higher risk of cancer

PA: Primary amenorrhea; SA: secondary amenorrhea; Novel variants are in bold. Hom: homozygous; Het: heterozygous; Comp Het: Compound heterozygous; Pres Comp Het:
Presumed compound heterozygous (parents not available); ACMG: Classification of variant according to American College of Medical Genetics and Genomics; P: Pathogenic,
LP, Likely pathogenic. *Patients 9 and152 are sisters; Patients 300 and 301 are sisters; patients 247 and 255 are sisters; patients 43 and 44 are sisters.
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Table S10: Patients with Pathogenic or Likely Pathogenic variants in more than one POI gene

ID | Ethnicity Menses | Anomalie ACMG Status Pathway
TWNK(NM_021830.5) : ¢.904C>T : p.Arg302Trp 4 Het Mitochondria
130 European SA (20) | FANCM(NM_020937.4) : ¢.5791C>T : p.Arg1931Ter 5 Het DNA repair & Meiosis
POLG(NM_001126131.2): ¢.2492A>G: p.Tyr831Cys 4 Het Mitochondria
133 European SA (38) | PCCB (NM_000532.5) : ¢.911C>T : p.Thr304lle 4 Het Metabolism
HFM1(NM_001017975.6): ¢.3470G>A: p.Cys1157Tyr 5
HFM1(NM_001017975.6): c.905G>A: p.Cys302Tyr 3 Pres Comp Het* | DNA repair & Meiosis
138 Asian SA (36) | PCCA(NM_000282.4) : c.1168C>T : p.Arg390Cys 4 Het Metabolism
FANCM(NM_020937.4) : ¢.5101C>T :p.GIn1701Ter 5
FANCM(NM_020937.4): ¢.1528G>A: p.Gly510Ser 3 Comp Het* DNA repair & Meiosis
167 European SA (18) | ATM (NM_000051.4): ¢.6596_6597delCT: p.Ser2199Ter 5 Het DNA repair & Meiosis
TP63(NM_003722.5) : c.674T>C: p.lle225Thr 4 Het DNA repair & Meiosis
224 African PA (16) | BLM (NM_000057.4) : ¢.772_773delCT : p.Leu258GlufsTer7 5 Het DNA repair & Meiosis
AR(NM_000044.6) : ¢.2395C>G : p.GIn799Glu 4 Het Follicular growth
232 Mixed SP (30) | FANCA (NM_000135.4): ¢.3558dupG: p.Arg1187GlufsTer28 5 Het DNA repair & Meiosis
BMPR1B(NM_001256793): c.1165A>G: p.Ser389Gly 4 Het Follicular growth
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268

North-African

SA (35)

PCCB (NM_000532): ¢.646A>G: p.Met216Val

Het

Metabolism

PA: Primary amenorrhea; SA: secondary amenorrhea; Het: heterozygous: Pres Comp Het: Presumed compound heterozygous (Parents not available);

ACMG: Classification of variants according to the American College of Medical Genetics and Genomics; * parents not available. In bold the gene variant
sufficient to cause POI
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3.6 PIEGES D’INTERPRETATION DANS LA GENETIQUE DE L'INSUFFISANCE
OVARIENNE PRIMITIVE

Article 6: Should FANCL heterozygous pathogenic variants
be considered as potentially causative of primary ovarian
insufficiency?

Abdelkader Heddar , Micheline Misrahi

Hum Mutat. 2020 Sep;41(9):1697-1699. doi: 10.1002/humu.24077

Article 7: Concerns regarding the potentially causal role of
FANCA heterozygous variants in human primary ovarian
insufficiency

Abdelkader Heddar , Micheline Misrahi
Hum Genet. 2021 Apr;140(4):691-694. doi: 10.1007/s00439-020-02232-5.

Article 8: Genetics of primary ovarian insufficiency: a careful
step-by-step approach based on solid foundations to bring
new knowledge

Abdelkader Heddar , Micheline Misrahi
Fertil Steril. 2022 Aug;118(2):421-424. doi: 10.1016/).fertnstert.2022.05.024. Epub
2022 Jun 28
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Concerns regarding the potentially causal role of FANCA

heterozygous variants in human primary ovarian insufficiency
Hum Genet. 2021 Apr;140(4):691-694. doi: 10.1007/s00439-020-02232-5.

Should FANCL heterozygous pathogenic variants be considered as

potentially causative of primary ovarian insufficiency?
Hum Mutat. 2020 Sep;41(9):1697-1699. doi: 10.1002/humu.24077

Les génes impliqués dans I'lOP connus a ce jour sont de transmission
autosomique dominante, récessive ou liee a I'X (Huhtaniemi et al., 2018a). La
prépondérance d’une héritabilité maternelle dominante dans [I'lOP, suggérée
initialement par les formes familiales, a été confirmée initialement par les premiers
génes identifiés dans I'lOP essentiellement par des stratégies de géne candidat
(comme FOXL2 dans le BPES, BMP15, NR5A1...) (Cramer et al., 1995; Stolk et al.,
2012; Rossetti et al., 2017; Huhtaniemi et al., 2018a). Paradoxalement, I'application
des techniques d’exome a révélé en effet que la majorité des génes identifiés a ce jour
depuis ces 10 dernieres années, sont de transmission autosomique récessive
(Huhtaniemi et al.,, 2018a; Heddar and Misrahi, 2021). Concernant les genes de
réparation de '’ADN, uniquement deux génes, ERCC6 et BNC1 ont été identifiés dans
deux grandes familles d’origine chinoise dont la transmission autosomique dominante
a été confirmée par la ségrégation du variant identifié (Qin et al., 2015a; Zhang et al.,
2018a). L’effet dominant négatif des variants identifiés du géne ERCC6 ou I'haplo-
insuffisance de BNC1 soutenu par les données du modéle murin ou des tests in vitro
ont été suggéres (Qin et al., 2015a; Zhang et al., 2018a). Dans ces 3 lettres a I'éditeur
gue nous avons publiées, nous discutons quelques pieges d’interprétation des variants

génétiques dans I'lOP de trois études publiées récemment.
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Début 2020, deux publications rapportent un lien de causalité entre des variants
hétérozygotes de deux géenes de la voie Fanconi (FANCA et FANCL) et I'lOP chez
guatre patientes non apparentées d’origine chinoise (Yang et al., 2019b, 2020). L’effet
fonctionnel de ces variants (2 variants faux-sens de FANCA et 2 variants tronquants
de FANCL) a été étudié in vitro mais aucune étude de transmission n’a été effectué
(Yang et al., 2019b, 2020). Nous avons émis des doutes sur I'implication des variants
hétérozygotes de ces deux génes dans I'lOP chez la femme (Heddar and Misrahi,

2020, 2021).

L'anémie de Fanconi est un syndrome génétique rare caractérisée par une
insuffisance médullaire, des malformations multiples et une fragilité chromosomique
élevée avec un risque accru de cancer et souvent le déces dans les premiéres années
de vie ou avant la puberté (Auerbach, 2009). Sur le plan génétique, la transmission est
majoritairement autosomique récessive pour les génes de la voie Fanconi (Auerbach,
2009) a I'exception de FANCB transmis selon un mode récessif lié a I’X (Meetei et al.,
2004) et deux mutations de novo de RAD51 avec effet dominant négatif
démontré (Ameziane et al., 2015 ; Wang et al., 2015). L'utilisation du séquencage de
'exome chez les patients infertiles dans les deux sexes a permis de mettre en
évidence I'implication, par I'identification de variants bi-alléliques, de plusieurs génes
de I'AF (Huhtaniemi et al., 2018a). Sur le plan phénotypique, ces patients adultes
infertiles correspondent soit a une anémie de Fanconi ayant survécu a I'dage adulte
(Weinberg-Shukron et al.,, 2018; Turchetti et al., 2019), soit a une infertilité
apparemment isolée chez des hommes présentant une anomalie hématologique
mineure notamment avec des mutations homozygotes de FANCA (Krausz et al.,

2019), soit & une infertilité isolée sans cancer ni de signe d’AF a la fois chez 'homme
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et la femme : FANCM (Fouquet et al., 2017a; Kasak et al., 2018; Yin et al., 2019;
Heddar et al., 2022b), FANCD1 (BRCAZ2) (Caburet et al., 2020a; Heddar et al., 2022b)

ou FANCU (XRCC2) (Zhang et al., 2019b).

Donc, FANCA et FANCL sont deux genes de la voie de Fanoni impliqués dans
des formes récessives de I’AF pouvant se manifester, pour FANCA par une infertilité
masculine et des anomalies hématologique minimes. De plus, et alors que FANCA est
le gene le plus souvent muté dans I'AF (chez 60 a 80 % des patients atteints d'AF)
(Bogliolo et al., 2020) avec plus de 509 variants pathogenes décrits

(http://www?2.rockefeller.edu/fanconi/), Les mutations bi-alléliques de FANCL sont

extrémement rares (0.2%) mais responsables de formes particulierement sévéres de
révélation trés précoce et aucune forme chez l'adulte n ‘a été décrite a ce jour
(Neveling et al., 2009; Donovan et al., 2020). Dans tous les cas liés aux variants
pathogénes bi alléligues de FANCA ou de FANCL, et ce quel que soit le type de
variant, aucune infertilité n'a été rapportée chez les parents hétérozygotes ou les
porteurs obligatoires. Par exemple, dans une grande famille chinoise décrite sur trois
générations, toutes les femmes - du moins les porteuses obligatoires d’'un variant
tronquant de FANCL (c.822_823insCTTTCAGG;p.Asp275LeufsX13) - ont eu des

grossesses et n‘ont pas développé d’lOP ou de ménopause précoce (Wu et al., 2017).

D'autre part, on sait qu'il existe une fréquence élevée des porteurs
hétérozygotes de variants pathogénes des génes de 'anémie de Fanconi (dont des
altérations moléculaires majeures), jusqu'a 1/200 (Auerbach, 2009; Taylor et al.,
2019). Si les variants pathogénes hétérozygotes de ces génes sont a I'origine d’une
IOP, ils seront responsables de la moitié des causes de cette pathologie qui a une

fréquence d’environ 1/100 chez les femmes de moins de 40 ans (Huhtaniemi et al.,
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2018a).

Il Nexiste donc pas suffisamment de preuves pour établir un lien de causalité
entre les variants hétérozygotes pathogénes des genes de la voie de Fanconi
notamment FANCA et FANCL et I'lOP. L’étude de grandes cohortes de patientes et la
comparaison avec une population témoin contrble bien caractérisée sur le plan de la
fertilité ainsi que les études de ségrégation dans des grandes familles seront

nécessaires pour conclure.
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To the Editor,

We have read with interest the recent article by Yang
et al (2019) that reported two novel FANCA heterozygous
variants: ¢.1772G > A (p.Arg591Gln) and c.3887A>G
(p.Glul1296Gly) causing primary ovarian insufficiency
(POI) in two unrelated Chinese patients with primary or
secondary amenorrhea at the age of 24 years (Yang et al.
2019). No familial segregation studies were performed and
we have other several key concerns about a possible causal
link between such FANCA heterozygous variants and POIL
in humans.

Fanconi anemia (FA) is a rare and severe life-threatening
condition with pancytopenia, multiple malformations and
increased risk of malignancies (Auerbach 2009). Patients
with FA who have survived to adulthood often develop
infertility in both sexes (Giri et al. 2007). However, more
surprisingly, recent whole-exome sequencing studies, per-
formed in infertile adults, have highlighted DNA repair or
meiosis genes as a major genetic family involved in POI
(Table 1). Notably, bi-allelic variants of several FA genes
cause isolated POI in women and isolated male infertil-
ity as for FANCM (Fouquet et al. 2017; Kasak et al. 2018;
Yin et al. 2019), FANCU (Yang et al. 2018) and FANCD2
(BRCA2) (Caburet et al. 2019, 2020). In other cases, the
phenotypes of these adult patients corresponded to mild
FA-like phenotypes (Weinberg-Shukron et al. 2018; Krausz
et al. 2019; Turchetti et al. 2019). Notably infertile male
patients with bi-allelic FANCA pathogenic variants have

Micheline Misrahi
micheline.misrahi @aphp.fr

L Faculté de Médecine; Unité de Génétique Moléculaire Des
Maladies Métaboliques Et de La Reproduction, APHP
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Saclay, Hopital Bicétre, 94275 Le Kremlin-Bicétre, France

2 Université Paris Saclay, UMR-S 1193, INSERM, Hépital
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minor hematological defects and/or other FA traits like
mild dysmorphic features, short stature or café au lait spots
(Krausz et al. 2019). The mode of transmission is autosomal
recessive for most of the meiosis or DNA repair genes (13
out of 16) and notably genes of the Fanconi Anemia pathway
(Table 1). For only 2 meiosis or DNA repair genes, a domi-
nant inheritance has been formally demonstrated by familial
segregation and also functional in vitro studies (Qin et al.
2015; Zhang et al. 2018). Remarkably, in all these families
described worldwide with bi-allelic pathogenic variants of
a FA gene, heterozygous carriers (mother or father) were
fertile, highlighting the absence of haploinsufficiency even
for families with major molecular defects.

FANCA is the most commonly mutated gene in FA
(60-80% of patients with FA) (Bogliolo et al. 2020). Five-
hundred-and-nine (509) pathogenic or likely pathogenic
variants, predominantly truncating, have been reported in
the FA database (https://www?2.rockefeller.edu/fanconi/).
Again, no POI or early menopause has been reported in het-
erozygous siblings of these families. In addition, contrary to
what Yang et al (2019) reported, the p.Arg591Gln variant is
not rare for a presupposed dominant variant. First, its Minor
Allele Frequency (MAF) of 0.00179 (33/18.390 allele) in
the East Asian population (to which the patients belong) in
the gnomAD exome database exceeds the lower limit (107
described for dominant variants (Richards et al. 2015). Sec-
ond, this variant has also been reported in the gnomAD
genome database, also exclusively in the East Asian popu-
lation (MAF of 0.00128=4/3.134 alleles). Indeed this vari-
ant is relatively frequent in this population, too frequent to
be considered pathogenic when heterozygous. This variant
allele very probably corresponds to a founder allele in the
East Asian population.

Furthermore, POI is a heterogeneous syndrome that
affects 1% of women under 40 years and 1 %o before
30 years (Huhtaniemi et al. 2018). The latter prevalence
roughly corresponds to the MAF of the p.Arg591Gln vari-
ant allele detected in one of the two Chinese patient aged
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Table 1 Meiosis or DNA repair genes causing POI

Gene Transmission Amenorrhea Pregnancy Associated signs References

PSMC3IP Recessive PA No None Zangen et al. (2011)

HFMI Recessive SA Yes None ‘Wang et al. (2014)

MCMO Recessive PA No Short stature, hypothyroidim ‘Wood-Trageser et al. (2014)

STAG3 Recessive PA No None Caburet et al. (2014)

SYCE1 Recessive PA No Bilateral nanophthalmos, macular de Vries et al. (2014)

dystrophy

CSB-PGBD3 Dominant SA Yes None Qin et al. (2015)

MCMS Recessive PA No Hypothyroidism AlAsiri etal. (2015)
Recessive PA No Short stature, pilomatricomas Heddar et al. (2020)

FANCM Recessive SA Yes None Fouquet et al. (2017)

MSH4 Recessive P-SA No None Carlosama et al. (2017)

MSHS5 Recessive SA No None Guo et al. (2017)

SPIDR Recessive PA No None Smirin-Yosef etal. (2017)

BNCI Dominant SA Yes None Zhang et al. (2018)

WDRG62 Dominant SA No None Zhou et al. (2018)

FANCU Recessive PA No None Yang et al. (2018)

BRCA2 Recessive PA No Fanconi anemia Weinberg-Shukron et al. (2018)
Recessive P-SA No None Caburet et al. (2020)

MEIOB Recessive PA No None Caburet et al. (2019)

PA Primary amenorrhea, SA secondary amenorrhea, P-SA: Primo-secondary amenorrhea

24 years (0.00179 and 0.00128) making very unlikely that
most POI under thirty could be due to this single-variant
allele. More generally, it is known that there is a high fre-
quency of heterozygous carriers of FA genes pathogenic var-
iants, especially for FANCA, up to 0.5% (Auerbach 2009). If
the heterozygous pathogenic variants of these genes caused
POI, they will be responsible for half of the POI (Huht-
aniemi et al. 2018).

It should be emphasized that intragenic deletions, either
homozygous or compound heterozygous with a patho-
genic FA variant, frequently occur in FA genes, especially
in FANCA. In several studies, up to 15-60% deletions are
detected in patients with FA (Morgan et al. 1999; Tipping
et al. 2001; Castella et al. 2011). Recently, copy number
variation (CNV) detection based on exome data revealed 22
deletions in FANCA (32%) in 68 patients with FA (Bogliolo
et al. 2020). In the absence of CNV studies by Yang et al.,
the causal role of the FANCA heterozygous variants alone
in POI cannot be established.

Functional in vitro studies showed a slight diminution of
FANCD?2 ubiquitination by FANCA mutants (Arg591Gln
and p.Glul1296Gly) compared to WT (Ratio of ubiquit-
inated-FANCD2/FANCD?2 ~ 5 for the WT and~4 for the
two FANCA mutants). It is, therefore, not possible to con-
clude that this very partial in vitro effect could yield to an
in vivo haploinsufficiency in humans. Rodent models have
been established. First, they do not carry the same molecular
defect observed in the patients, and second, the physiology is

@ Springer

known to differ between rodent and humans and care should
be taken when conclusions are derived from rodent models.
Such models can support human data but certainly not con-
tradict them.

The study of DNA repair-deficient knockout mouse mod-
els and in vitro assays suggest that oocytes are equipped to
execute the repair of a wide variety of DNA lesions (Stringer
et al. 2018, 2020). The pathogenic role of heterozygous vari-
ants of other meiosis or DNA repair genes in POI, such as
ERCC6 or BNC1, has been established by both familial seg-
regation and functional studies that demonstrate a dominant
negative effect or haploinsufficiency (Qin et al. 2015; Zhang
et al. 2018). For BRCA1/2, one of the FA genes, the findings
are contradictory. Some studies report a decreased ovarian
reserve in heterozygous BRCA1/2 carriers, while others have
not detected a link between such variants and fertility and
other studies describe increased fertility in heterozygous
BRCA1/2 carriers (Daum et al. 2018). However, the nature
of the BRCA1/2 variants (missense, truncation), which may
potentially alter the function of BRCA1/2 differently, was
not taken into account in these different studies.

It remains possible that such heterozygous variants of
meiosis and DNA repair genes may have a moderate effect
and, if they alone are not sufficient to impair fertility in
women, genetic or environmental factors could play an
additive role. Interestingly, we recently showed that a trun-
cating variant of MCMS$, another DNA repair gene, causes
POI with primary amenorrhea when it is homozygous in the
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daughter, but POI with secondary amenorrhea when it is
heterozygous in the mother in the presence of an additional
factor (i. e. autoimmunity) (Heddar et al. 2020).

In summary, there is no evidence to date to establish a
causal link between the heterozygous variants of FANCA
and POIL Case—control studies or particularly the segrega-
tion of heterozygous variants of FA genes in large families
is needed to draw such conclusions.
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LETTER TO THE EDITOR

VARIATION SOCIETY

Should FANCL heterozygous pathogenic variants be
considered as potentially causative of primary ovarian

insufficiency?

To the Editor,

At the beginning of 2020, we were surprised by a publication in this
journal that reported two novel FANCL heterozygous frameshift
variants {c.1048_1051delGTCT [p.GIn350Valfs*18] and ¢.739dupA
[p.Met247Asnfs*4]) potentially causing primary ovarian insufficiency
{POI) in two Chinese patients {Yang et al., 2020). Even if in vitro
functional studies of these heterozygous variants suggest (as stated
by the authars) but do not demanstrate, haploinsufficiency, no family
transmission studies were performed and we have other main con-
cerns about a possible existence of FANCL haploinsufficiency in POL.

Fanconi anemia {FA) is a rare, mostly recessive genetic syn-
drome, that is usually associated with various developmental defects,
genetic instability, bone marrow failure, and an increased risk of
cancer with often early death before puberty {Auerbach, 2009). In-
fertility in adult patients of both sexes is common. It is mainly sec-
ondary to biallelic pathogenic variants in one of the 20 known FA
genes, which play a major role in homologous recombination and
DNA repair {Mehta & Tolar, 1993). The only two exceptions to this
recessive mode of transmission correspond to two de novo
dominant-negative RAD51 (FANCR) variants {Ameziane et al., 2015;
Wang et al, 2015), and a highly rare, hemizygous variant of the
FANCB gene, the only gene known to cause X-linked FA (Meetei
et al, 2004). Given the major role of these genes in homologous
recombination not only in somatic cells but also in germinal cells, the
wide use of next-generation sequencing in infertile adults has un-
surprisingly highlighted bi-allelic variants of several FA genes as a
genetic cause of infertility in both men and women, notably POI.
Phenotypically, these infertile adult patients harboring biallelic var-
iants of FA genes correspond to FA surviving into adulthood
{Weinberg-Shukron et al., 2018), moderate forms of FA (Turchetti,
Zuntini, & Tricarico, 2019), notably with isolated minor hematological
abnormalities in patients with FANCA defects {Krausz et al., 2019),
but also very surprisingly in isolated POl without cancer or FA trait
for molecular defects of FANCM {(Fouquet et al., 2017; Kasak
et al, 2018; Yin et al, 2019) or even in FANCD1 {BRCA2) a major
breast cancer susceptibility gene {Caburet et al., 2019; Caburet
et al,, 2020).

In FA, FANCL is the least commonly mutated gene and represents
0.2% of all FA reported to date {(Neveling, Endt, Hoehn, & Schind-
ler, 2009). FANCL is responsible for extremely severe forms of FA,
with 21 patients reported to date, and no adult form described

{Donovan et al., 2020). In all the cases related to biallelic FANCL
pathogenic variants {including most often truncating or nonsense
variants), no infertility has been reported in the heterozygous par-
ents or the obligate carriers. In particular, in a large Chinese family
described in three generations, all women—at least the obligate
carriers of the FANCL frameshift variant {.822_823insCTTTCAGG;
p.Asp275LeufsX13)—had pregnancies and did not develop POl or
premature menopause {Wu et al., 2017). Very recently, a synon-
ymous FANCL variation {NM_018062.3:c.1092G>A; p.Lys364 =)
involving the last nucleotide position of exon 13 was identified in
13 young patients {from 3 to 10 years at diagnosis) from unrelated
south Asian families {Donovan et al., 2020). This variant was shown
to induce aberrant mRNA splicing {¢.1021_1092del) yielding a pro-
tein lacking 24 amino acids of the FANCL RING domain. This allele
present only in the South Asian population, has a frequency of
1.99%x107% in the gnomAD exome database. It corresponds to a
founder allele in this Asian population but it is not responsible for
POI at the heterozygous state. When homozygous, this variant cau-
ses classical forms of FA.

To date, dominant-negative effect or haploinsufficiency have not
been demonstrated for other FANC genes except for RAD51 in two
young children presenting an FA-like phenotype {Ameziane
et al., 2015; Wang et al, 2015) and the expectional X-linked FA
related to FANCB pathogenic variants {Meetei et al., 2004).

Furthermore, intragenic homozygous deletions or compound
heterozygous deletions associated with an additive pathogenic FA
variant, are common with a rate of up to 15-60% in various ethnic
groups {Castella et al, 2011; Morgan, Tipping, Joenje, & Mathew,
1999; Tipping et al., 2001). In a recent publication, 23 deletions
{22 in FANCA, 1 in FANCT and 1 in FANCD2) were reported in
68 patients with FA {34%) using copy number variation {CNV)
detection based on exome data {Bogliolo et al., 2020). In the absence
of CNV screening {based on exome data or another method such as
comparative genomic hybridization array or multiplex ligation-dependent
probe amplification), the causal role of heterozygous variants of
FANCL alone in POl cannot be determined. POl in these patients
could also be due to an associated molecular defect of an
unknown gene.

It is known that there is a high frequency of heterozygous car-
riers of FA genes pathogenic variants {including major molecular al-
terations), up to 1/200 {Auerbach, 2009). If heterozygous pathogenic
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variants of these genes caused POI, they will be responsible for
half of the POI cases. Indeed, the frequency of this condition is
approximately 1/100 in women under 40 vyears ({Huhtaniemi
et al., 2018).

Finally, BRCA1/2, one of the FA genes, is one of the genes for
which the impact of haploinsufficiency on fertility in women has been
widely studied. Different studies are contradictory, ranging from
reports of a decreased ovarian reserve—and thus subfertility—in
heterozygous BRCA1/2 carriers to reports of no link between het-
erozygous BRCA1/2 variants and fertility or even studies reporting
increased fertility in heterozygous BRCA1/2 carriers {Daum, Peretz, &
Laufer, 2018). A possible explanation for these contradictory results
is that these heterozygous variants alone are not sufficient to impair
fertility in women. Additive factors might be involved. Indeed, we
have shown that a truncating variant of another DNA repair gene,
MCMB8, uncovered in a consanguineous family by whole-exome se-
quencing, yielded POl with primary amenorrhea when homozygous
in the daughter; but POl with secondary amenorrhea when hetero-
zygous in the mother in the presence of additional factors {auto-
immunity; Heddar, Beckers, Fouquet, Roland, & Misrahi, 2020).
Furthermore, such BRCA1/2 studies have not taken into account the
nature of BRCA1/2 variants {missense, truncation), which may impair
differently BRCA1/2 protein function.

In summary, there is insufficient evidence to establish a direct
causal link between the heterozygous variants of FANCL and POl in
the absence of large case-control studies or the segregation of these
heterozygous FA variants in large families. Such segregation studies
have been performed for variants of BNC1 and ERCC6 which
are other POl genes implicated in DNA repair with an auto-
somal dominant mode of transmission {Qin et al, 2015; Zhang
et al,, 2018).
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Genetics of primary ovarian insufficiency: a careful step-by-step

approach based on solid foundations to bring new knowledge.
Fertil Steril. 2022 Aug;118(2):421-424. doi: 10.1016/j.fertnstert.2022.05.024.

Dans cette étude publiée en 2022, Rouen et ses collegues ont rapporté les
résultats de I'étude d’exome d’une cohorte de 36 formes familiales d’lOP et ont estimé
un rendement diagnostique de 50% (Rouen et al., 2022). Nous avons émis des

réserves sur les résultats de cette étude (Heddar and Misrahi, 2022).

Premierement, contrairement au titre de cette publication « Whole exome
sequencing in a cohort of familial premature ovarian insufficiency cases reveals a
broad array of pathogenic or likely pathogenic variants in 50% of families », la moitié
de cette cohorte correspondant a des formes sporadiques. L'exome de chaque
patiente a été étudié d’'une fagon isolée sans comparaison avec I'exome des autres
membres de la famille (atteinte ou non) vraisemblablement indisponible. La non-
détermination a priori du mode de transmission le plus probable dans une famille
donnée, en I'absence de données cliniques sur la famille et la disponibilité de 'ADN
des membres atteints et non atteint, risque de rendre les conclusions obtenues a partir

des données de I'exome trés aléatoires quant a la causalité des variants retrouvés.

Par ailleurs, les auteurs ont surestimé la pathogénicité de certains variants
(Richards et al., 2015). Par exemple, des variants parfois extrémement fréquents,
notamment dans la population européenne sont considérés pathogénes et
responsables du phénotype des patientes. Le variant p.Pro860Ser du gene SYCP1 a
une fréquence de 1,9 % dans la population européenne dans la base de données

gnomAD exome et décrit a I'état homozygote chez quatre individus. Le variant
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tronquant hétérozygote du gene RNF212 a une fréquence de 2% dans la population
européenne et de 9,09% dans la population juive Ashkénaze dans la base de gnomAD.
La fréquence élevée de ces variants n’est pas en faveur de leur implication, a fortiori
a I'état hétérozygote, dans le phénotype des patientes décrits par Rouen et ses

collégues.

De plus, le fait qu'un variant soit classé pathogene ou probablement pathogéne
selon la classification ACMG n'est pas suffisant pour établir une relation de causalité
avec le phénotype étudié, en I'occurrence I'lOP. En effet, 'exome de chaque individu
contient des centaines de variants y compris des variants tronquants, dont certain
extrémement rares, pouvant étre considérés comme pathogénes sur la base des
criteres ACMG. L'établissement d'une causalité directe entre les altérations
moléculaires d'un géne et une maladie nécessite une corrélation phénotype/génotype,
des études de transmission génétique chez les apparentés affectés et non affectés,
des études fonctionnelles ainsi qu'une comparaison avec des modeles murins ou in
vivo correspondants. La ségrégation familiale des variants, en particulier chez la mére,
est cruciale pour classer les variants hétérozygotes dans le domaine de la fertilité.
Dans le cas de linfertilité féminine, l'origine maternelle d'un variant hétérozygote
pathogene ou probablement pathogene d'une mere non atteinte n’est pas en faveur
de la causalité du variant. Ceci est vrai notamment pour les genes a transmission
autosomique récessive. De plus, nous pouvons exclure l'implication de ces variants
hétérozygotes dans la pathogénie de I'lOP dans cette étude sur la base de modéles
de souris connus (Bolcun-Filas et al., 2009). Les variants de SYCE1 rapportés dans
cette étude comme étant pathogenes et responsables d’'IOP a I'état hétérozygote,

alors qu’au moins deux études indépendantes, impliquent ce gene dans des formes
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récessives d’'lOP (de Vries et al., 2014; Herndndez-LOpez et al., 2020; Hou et al.,

2022).

L’identification d’'un variant hétérozygote dans un géne pour lequel le modéle
murin correspondant est stérile (et donc issue d’une inactivation bi-allélique de gene
correspondant), ne doit pas laisser conclure précipitamment a une relation de causalité
entre ce variant hétérozygote et '|OP. D’une part il faudra s’assurer que cette patiente
n’est pas porteuse d’'une seconde anomalie en trans du variant hétérozygote d’intérét
(notamment une délétion, ou variant intronique profond). Par exemple Rouen et al ont
rapporté un variant tronquant hétérozygote de RECS8, un gene codant un des éléments
du complexe synaptonémal et de la cohésine, comme étant a I'origine d’une IOP chez
une patiente. Cependant, en concordance avec le modele murin, deux publications
récentes rapportent des variations bi alléliques de ce géne chez des patients avec une

infertilité masculine ou une IOP (Kherraf et al., 2022; Tucker et al., 2022a).

On estime que le rendement diagnostique de cette étude est plutét de 22% (et
non de 50%). L’étude génétique des IOP, comme dans tous les autres domaines,
requiert une interprétation minutieuse des variants. L'étude de grandes cohortes d’lOP
avec I'étude de la ségrégation des variants hétérozygotes dans des grandes familles
ainsi que d'autres études sur des modéles de souris sont nécessaires pour mieux

définir 'architecture génétique de I'lOP.
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Genetics of primary
ovarian insufficiency: a
careful step-by-step approach
based on solid foundations to
bring new knowledge

Primary ovarian insufficiency (POI} affects 1% of women
<40 years of age (1). Next-generation sequencing, especially
whole-exome sequencing (WES), has recently unraveled
many novel genetic causes (1}.

Very recently, Rouen et al. (2} used WES in 36 familial
cases of POI and report a positive diagnostic yield of 50% in
this issue of Fertility and Sterility.

However, this study raises several concerns as follows:

e Number of familial forms of POI: Pedigrees were only
available for 18 out of 36 families, and only 11 out of
them finally corresponded to familial forms; whereas the
7 others, including the patients F1, F2, F6, F10, F12, F14,
and F17 correspond to the sporadic forms (2). In total,
only 11 familial and 25 isolated patients were studied.

® About the molecular studies: The variant filtering presented

previously (2} shows that among the 39,522 rare variants,

15,158 variants exhibit compatible familial segregation

in the 11 bona fide families. Among these variants, 648

have a predicted high impact (frameshift, truncating, or

splice variants). At the end of the filtering process, the
investigators retained 6 variants in this group; 14,583 var-
iants have a low or moderate impact, but 14 variants were
retained from this group without the information support-
ing this choice apart from the location of variants in known

POI-causing genes; however; no familial transmission

studies were performed. We believe that such variants

cannot be used for a positive diagnosis (3).

Misuse of the criteria of the American College of Medical

Genetics and Genomics (ACMG): The investigators have

overestimated the pathogenicity of some of the variants

previously described (3). In Table 1, we summarize the rein-
terpretation of variants in this cohort with ACMG criteria
and highlight the differences and discordances found in
the reports by previous investigators on variant pathoge-
nicity (3, 4). For example, the criterion PVS1 of ACMG
cannot be used for E374K-POF1B (that is not a null
variant). Furthermore, some variants like the P860S-

SYCP1 and the R240X-RNF212 are too frequent to support

their pathogenicity (3).

e Lack of transmission studies: The fact that a variant is path-
ogenic or likely pathogenic variant (P/LP} (ACMG} is not
sufficient to establish its causal relationship with a disease
or syndrome (5}. Phenotype and genotype correlations and
genetic transmission studies in families are needed,
especially for heterozygous variants in known autosomal

.

recessive genes such as EIF2B5 or SYCE1 variants (1).
Notably, the inheritance of a heterozygous P/LP variant
from an unaffected mother very likely excludes a causal
relationship.

e Discordance with animal models: It is not possible to
extrapolate data from biallelic knockout rodent models to
patients harboring only a single missense heterozygous
variant of the same gene, especially when the heterozygous
mice are fertile such as for Rec8, Rnf212, Sunl, Sycel, and
Syep1 (1, 2).

In summary, only 11 families are presented. Only 12 of
the 20 variants described in this article are P/LP according
to the ACMG, all in previously published POI-causing genes
(1). The diagnostic yield is 22% and not 50% as reported.
Neither new POI genes nor any other new pathways have
been described. We urge investigators to consider our con-
cerns and make necessary edits to the article so as not to
mislead the readers of Fertility and Sterility.

Abdelkader Heddar, M.D.

Micheline Misrahi, M.D., Ph.D.

National Reference Laboratory for Genetic Infertility in
Women and Men, Unité de Génétique Moléculaire des
Maladies Métaboliques et de la Reproduction, Faculté de
Médecine, Université Paris Saclay, Hopital Bicétre, Assistance
Publique-Hopitaux de Paris, AP-HP, Hopitaux Universitaires
Paris Saclay, Le Kremlin-Bicétre, France; and UMR-S 1193,
INSERM, Université Paris Saclay, Faculté de Médecine,
Hopital Paul Brousse, Villejuif, France
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DIALOG: You can discuss this article with its authors and other
readers at https://www fertstertdialog.com/posts/34838
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TABLE 1

Reinterpretation of the variants reported by Rouen et al (2) according to the ACMG classification.

A, Variants classified pathogenic or likely pathogenic by Rouen et al. but reinterpreted as being benign or of unknown significance

Family Highest MAF Highest MAF gnomAD

No. Gene Variant gnomAD exome genome Status
F16 RNF212 NM_001193318.2: ¢.717_718ins 0.021 0.115 Het.
F18 SYCP1 NM_001282541.1. c.2578C>T P860S 0.019 0.015 Het.
F12 SYCET NM_130784.2: c.265A>G R89G 0.0109 0.015 Het.

F9 POF18 NM_024921.3; ¢ 1120G>A E374K 0.000229 Novel Hermizygous
F8 PGBD3 NM_170753.3. ¢.1639C>T R547C 0.0000615 0.000115 Het.
F13 DMRT2 NM_181872.4. c.982G>A V328M 0,00638 0.00547 Het.

Heddar. Step by step exorne sequenicng in POI. Fertif Sterif 2022.

Parental origin

Not matemal
(Unaffected)

Maternal
(Affected)

Maternal
(Unaffected)

Unknown

Not matemal
{Unaffected )

Unknown

ACMG (2)
LP

LP

LP

ACMG
(reinterpretation)®

LB

LB

Benign

Vus

Mus

Justification

This Het. frameshift variant should be
classified as LP because it is very
frequent in the Ashkenazi lewish
population (2% in the gnomAD
exome, and 9% in the gnomAD
genome databases). In addition,

mice canying a Het. truncating
vanant are fertile (2).

The MAFs of this variant reported in the
European population in the
gnomAD exome and gnomAD
genome databases are 1,93% and
1.5%, respectively. Four individuals
camying this variant in a Hom. state
are also described for the European
population. Moreover, Het. mice
canying a truncating variant of this
gene are fertile (1, 2).

This variant is observed in healthy
adults, The MAFs of this variant
reported in the European
population in the gnomAD exome
and genome databases are 1.53%
and 1.09%, respectively (BS2)."

Moreover, in the gnomAD exome
database, the number of Hom
alleles is 4, therefore, >3 for a
recessive gene such as for SYCET
(BS1).P Finally, the patient's
unaffacted mother inherited this
variant (BS4).°

The use of PV$1is not justified because

the £374K variant of POF18is not a
null variant. An ACMG criterion
other than PP3® (insilico prediction)
is not justified. The variant is Het. in
this patient.

This is missense variant for which
multiple lines of computational
evidence suggest there is no impact
on the gene product (conservation,
evolutionary, splicing
impacti(Bp4).”

The use of PP5® is disputed because no
reliable source recently reports this

variant as pathogenic
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TABLE 1

Continued.

A. Variants classified pathogenic or likely pathogenic by Rouen et al. but reinterpreted as being benign or of unknown significance

Family

No. Gene Variant

F1 CPEBT NM_030594 4: c.23_25del
F14 EPB41L2 NM_001431.3: ¢.2509G>T D837Y

B. The causal relationship to POl cannot be established

Family no. Gene Transcript ID

F15 REC8 NM_001048205.1. c461A>G Q154R
F17 SUNT NM_001171945.1. c¢43+1G>C

F3 EIF2B5  NM_003907.2; ¢.336C>G C112W

C. Previously reported variants and not novel

Family no. Gene Transcript ID
F6 NR5AT NM_0049594, ¢.1126C>T L376F
F7 NUPTO7 NM_020401.2: c.1063C>T R355C

Heddar. Step by step exome sequenicng in POS. Fert!f Steril 2022.

Highest MAF
gnomAD exome

Novel

0.0016

Highest
MAF gnomAD exome

Novel

0.000932
0.000308

Highest
MAF gnomAD exome

0.000105

0.000163

Highest MAF gnomAD
genome Status Parental origin
Novel Het. Comp Het
0.0000648 Het. Unknown
Highest
MAF gnomAD genome State Parental origin
Novel Het. Maternal (unaffected)
0.000803 Het. Unknown
0.000115 Het. Maternal (affected)
Highest
MAF gnomAD genome State Parental origin
Novel Het. Matemal (affected)
0.00118 Hom Hom

ACMG (2)
LP
Vus
ACMG (2)
LF
LP
LP
ACMG (2)
P
P

ACMG
(reinterpretation)®

Vus

Vus

ACMG (reinterpretation)”

LP

Vus
[z

ACMG (reinterpretation)’
P

LP

Justification

In-frame deletion located in a repeated
region of 10-base pairs (BP3),” the
use of the PM4® criterion is not
appropriate in the presence of a
repeated region,

The use of PP5E is disputed because, to
our knowledge, no relizble source
has recently reported this variant as

pathogenic.

Justification

Likely pathogenic variant (splicing
vanant) but transmitted by an
unaffected mother. Het. knockout
mice are fertile (2). Moreover, 2
recent publication confirmed the
autosornal recessive mode of
inhentance of this gene in humans
@

Het. knockout mice are fertile (2)

We cannot use the aiterion PP1°
because there is no cosegragation
of the variant of 2 gene definitely
known to cause POl with the
phenotype in multiple affected
farmnily members. £/F2B5 is indeed
known to cause a syndromic form
of recessive POL (1)

Justification

This variant is a pathogenic vanant,
However, we cannot use the PVS1 b
criterion because the variant L376F
of NR5A1 is not a null vanant
However, this variant has been
reported previously in a patient
with disorder of sex development
and the functional impact of this
vanant has been confirmed in vitro
{1

Reported in a familial form of POl with
the corresponding mouse model, It
is unclear why the investigators
classify this vanant as a splice
acceptor vanant and use the PVS1 2
criterion.

@fuuaig pue a4
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TABLE 1

Continued.

C. Previously reported variants and not novel

Highest Highest
Family no. Gene Transcript ID MAF gnomAD exome  MAF gnomAD genome State Parental origin ACMG (2)  ACMG (reinterpretation)’ Justification
F11 STAG3 NM_001282718.1: ¢.3052del S958X  Novel Novel Comp. Het  Presum Comp Het P P Variant reported previously (6).
— STAG3 NM_001282718.1: ¢ 485T>G L162R  Novel Novel Comp. Het  Presum Comp Het p P Vanant reported previously. However,

the use of the PV/S1® driterion is not
justified (3,6)

Note: ACMG = the American College of Medical Genetic and Genomics (3); Comp. Het = compound heterozygous; gnomAD = the Genome Aggregation Database; Het. = heterozygous; Hom. = homozygous; LB = likely benign; LP = likely pathogenic; MAF = Minor
allele frequency; P = pathogenic; POl = primary ovarian insufficiency; Presum Comp Het = presumed compound heterozygous; Vus = variant of unknown significance
2 The reinterpretation of the variant was performed using Varsome (https/Aarsome cony) and InterVar (hitos /Anintervar walab org/). The highest MAF in gnomAD exome and in gnomAD exome databases correspond to the highest MAF of the vanant in the different
populations of the exome and the gnomAD genome databases, respectively.
® Below the ACMG criteria used to reinterpret variants:
Benign
BA1: allele frequency is 5% in Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project, or Exome Aggregation Consortium.
BS2: ohserved in a healthy adult individual for a recessive (homozygous}, dominant (heterozygous}, or X-linked (hemizygous} disorder, with full penetrance expected at an early age.
BP3: in-frame deletions or insertions in a repetitive region without a known function.
BP4: multiple lines of computational evidence suggest no impact on gene or gene product {conservation, evolutionary, splicing impact}.
Pathogenic
PVS1: null variant {nonsense, frameshift, canonical + 2 splice sites, initiation codon, single or multiexon deletion} in a gene where LOF is a known mechanism of disease.
PS3: well-established in vitro or in vivo functional studies supportive of a damaging effect on the gene or gene product.
PM4: protein length changes as a result of in-frame deletions or insertions in a non-repeat region or stop-loss variants.
PP5: reputable source recently reports variant as pathogenic, but the evidence is not available to the laboratory to perform an independent evaluation.

PP1: cosegregation with disease in multiple affected family members in a gene definitively known to cause the disease.

Heddar. Step by step exome sequenicng in PO Fertif Stenf 2022,
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SYNTHESE ET DISCUSSION GENERALE

Diagnostic génétique, héritabilité et architecture moléculaire de I'lOP

Nous confirmons la grande hétérogeénéité génétique de I'lOP puisque chaque
géne n’est responsable que d’une proportion faible ne dépassant jamais 2% dans
notre cohorte. Ceci a limité probablement I'utilisation en routine du NGS dans le cadre
de I'lOP. En revanche, en incluant ensemble les genes démontrés avec un rble dans
'lOP dans un panel large, comme c’est le cas de notre travail, nous observons
qu’environ 30% des patientes ont une étiologie monogénique. Une bonne partie des
patientes considérées comme d’étiologie indéterminée, soit 70-80% des cas selon la
littérature (Rossetti et al., 2017; Huhtaniemi et al., 2018a), serait donc d’origine
génétique. Un diagnostic génétique de certitude peut donc étre retrouvé dans environ
50% des cas (Incluant les causes chromosomiques et la prémutation de FMR1). Un
diagnostic étiologique précis permet une meilleure acceptation du diagnostic d’'l1OP et
par la suite une meilleure adhésion a la prise en charge de la patiente mais également
permettra d’offrir un conseil génétique et un diagnostic précoce pour les apparentées.
Une étude génétique approfondie devrait étre proposée a toute patiente avec IOP sans
étiologie identifiée en pratique clinique. Ne pas faire de telles explorations génétiques
avec les technologies actuelles prive ces patientes d’un diagnostic étiologique. Or les
études en NGS avec un panel de génes ou par le séquengage de I'exome ne sont pas
utilisées en pratique de routine dans le domaine de la reproduction. Pour I'lOP, seuls
le caryotype et la recherche de prémutation du gene FMR1 sont réalisés en routine
dans la majorité des centres et ce sont les seuls examens recommandés actuellement

par la société européenne de meédecine de la reproduction (European Society for
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Human Reproduction and Embryology (ESHRE) Guideline Group on POl et al., 2016).

Nous ne confirmons pas les données des études antérieures obtenues a partir
de petites cohortes de patientes ou avec des panels incluant un nombre limité de
genes dont la performance diagnostique décrite peut atteindre les 50% ou de 10-15 %
pour un seul gene unique (Bouilly et al., 2011, 2016; Qin et al., 2015b; Rouen et al.,
2022). Ceci est probablement lié a une surestimation de la pathogénicité des variants

détectés (Heddar and Misrahi, 2022; Tucker et al., 2022b).

Cette étude d’une large cohorte nous a permis de décrire également pour la
premiere fois l'architecture génétique de I'lOP. Schématiquement trois grandes
familles de génes expliquent plus de 90% des étiologies génétiques de I'lOP. Les deux
familles majoritaires sont celles des génes de méiose et de la réparation d’ADN
(37.4%) suivie de prés par les génes de la croissance folliculaire (35.4%) et en
troisieme position les genes du métabolisme ou de fonction mitochondriale (19%).
Notre étude clinique est en concordance avec les données expérimentales et in silico
des génes connus impliqués dans I'lOP. En effet, comme illustré dans la figure 15, les
trois clusters de genes impliqués dans I'lOP avec une forte interaction, sont ceux

identifiés dans notre étude comme majoritaire.
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Figure 15 : Réseau des génes impliqués dans I'IOP (en utilisant le logiciel selon String https://string-db.org)
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Dans notre cohorte, I'héritabilité est soit récessive dans 40% des cas,
dominante dans 52% des cas et liée a I'X dans 8% des cas. Aucune mutation de novo
n'a été détectée chez nos patientes pour lesquelles une ségrégation familiale a été
réalisée. Nous ne disposons pas de suffisamment d’arguments pour une héritabilité

polygénique ou multigénique précédemment suggérée dans I'lOP.

Avec la découverte continue de nouveaux génes dans I'lOP, la performance du
diagnostic génétique dans I'lOP devrait s’accroitre et il ne serait pas étonnant qu'une
partie non négligeable des IOP dites idiopathiques, y compris les formes sporadiques
et sans consanguinité, puisse avoir un déterminisme génétique. L’exploration
pangénomique de ces patientes par exome ou par génome notamment dans le cadre
du plan France médecine génomique (PFMG) permettra d’améliorer le diagnostic
génétique de ces patientes. En effet, depuis 2019, I'lOP a été I'une des premieres
préindications retenues par le plan France Médecine Génomique (PFMG) a la
demande de notre laboratoire. Désormais, toute patiente avec IOP sans étiologie
génétique identifiée avec un panel de géne ou méme par un exome peut bénéficier

d’'une analyse génomique dans le cadre du PFMG.

Conseil génétique de I'lOP : Application pratique et cas particulier des genes a

expressivité et pénétrance variables et ceux avec un risque néoplasique

En plus de proposer un diagnostic étiologique précis pour ces patientes « sans
diagnostic » selon les standards de la prise en charge diagnostique actuelle de I'lOP,
I'étude génétique, comme nous I'avons présentée dans ce travail, peut permettre une
prise en charge globale de I'état de santé de ces patientes, non uniquement centrée

sur leur probléme de fertilité. En effet, 'lOP peut étre I'unique symptome révélateur
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d’'une pathologie complexe, affectant plusieurs organes, sous-diagnostiquée ou
méconnue par le clinicien. Il peut s'agir de maladie métabolique comme la
galactosémie ou les anomalies de glycosylation, une maladie immunitaire comme le
syndrome APECED ou des maladies a révélation tardive ou a expressivité variable.
Ce dernier groupe concerne notamment les genes de la voie du TGF[ qui a des réles
majeurs dans divers organes,notamment I'ovaire et le poumon mais qui est également
impliquée dans le cancer. Toutes ces protéines sont exprimées a la fois dans les
poumons et les ovaires, en particulier dans les cellules de la granulosa, et ont des
réles dans les deux tissus (Persani et al., 2014; Huhtaniemi et al., 2018a; Morrell et
al., 2019). De ce fait, cette voie est impliquée a la fois dans I'Hypertension artérielle
pulmonaire (HTAP) mais également dans la croissance folliculaire. Nous avons
confirmé des observations isolées de patientes avec IOP et variants hétérozygotes de
BMPR1B, CAV1 et surtout BMPR2, un géne majeur de prédisposition génétique a
'HTAP (Morrell et al., 2019). Sous réserve d’un examen clinique détaillé, nos patientes
avec IOP, mais également celles déja rapportées dans la littérature, ne présentaient
pas de symptomatologie pouvant faire suspecter une HTAP. L'absence de signe
d’HTAP, en particulier chez les patientes porteuses de variants de BMPR2, peut
s'expliquer par plusieurs mécanismes : i) le type de variant ; en effet, 50 a 75 % des
variants de BMPR2 détectés chez les patients présentant une HTAP étaient des
variants tronquants alors que dans le cadre de I'lOP, seuls des variants faux-sens ont
ete identifies (Hamid et al., 2009; Girerd et al., 2016); ii) la localisation du variant : la
majorité des variants de BMPR2 rapportés a ce jour chez les patients atteints dHTAP
sont localisés dans le domaine kinase de la protéine (codé par I'exon 6-10)(Girerd et
al., 2016) alors que trois des quatre variants de BMPR2 détectés chez les patientes

avec IOP sont localisées dans le domaine cytosolique de BMPR2 (les variants L656S
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et R597Q que nous décrivons ici et le variant S987F rapporté précédemment (Patifio
et al.,, 2017). De plus, Il a été rapporté que les patients porteurs d'une mutation
affectant le domaine cytosolique de BMPR2 se caractérisaient par un age d’apparition
des symptomes plus tardif par rapport aux porteurs des autres mutations de BMPR2
(Girerd et al., 2015) et iii) la faible pénétrance de la mutation observée pour les genes
de 'HTAP notamment pour BMPR2 (Hamid et al., 2009; Morrell et al., 2019). La
pénétrance des mutations de BMPR2 est estimée de 20 a 43 % (Hamid et al., 2009;
Morrell et al., 2019). Une discussion pluridisciplinaire est nécessaire pour la prise en
charge de ces patientes.

Par ailleurs, une sous popualtion de patientes avec IOP peut avoir un risque
plus élévé de cancer en rapport avec une altération moléculaire d’'un géne de
réparation de ’ADN comme les génes de la voie Fanconi (voir plus bas) (Tableau 3).
Incluant BRCAL, seul sept genes sont connus a ce jour pour étre responsable
également des tumeurs/cancers dans I'espéce humaine : BRCA1l, BRCA2, FANCM,
MCM8, MCM9, PSMC3IP, STAGS3 (Zangen et al., 2011; Caburet et al., 2014, 2020a;
Fouquet et al., 2017a; Weinberg-Shukron et al., 2018; Heddar et al., 2019a, 2020a;
Golubicki et al., 2020; Goldberg et al., 2021). Mais la majorité des souris déficientes
dans cette famille de génes de réparation de I'ADN ont développé des tumeurs (Jiao
et al., 2021). Des études prospectives sur des cohortes plus larges de patientes
permettront une évaluation plus précise du risque de tumeurs/cancers au long cours
chez ces patientes avec variants pathogéenes ou probablement pathogenes de génes
de réparation d’ADN. Une surveillance approfondie et attentive de ces patientes est
nécessaire. Ceci justifie donc une étude génétique systématique chez toute patiente
présentant une IOP. Ceci permettra de proposer une médecine personnalisée au-dela

de la fertilité. Une prise en charge globale multidisciplinaire incluant gynécologue,
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biologiste de la reproduction, généticien, onco-généticien et autres spécialistes en
fonction du gene responsable, est nécessaire. Une surveillance a long terme de ces

patientes est recommandée.
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Table 3. Genes de méiose et de réparation de I’ADN impliqués dans I'lOP apparemment isolée

Geéne Transmission | Aménorrhée | Grossesse Signes associés ou cancer Références
(Weinberg-Shukron et al., 2018; Turchetti et
BRCA2 AR Primaire No Anémie de Fanconi al., 2019; Caburet et al., 2020a; Heddar et al.,
2022h)
. . . (Fouquet et al., 2017a; Catucci et al., 2018;
FANCM AR Secondaire Oui Cancer du sein, colon, Heddar et al., 2022b)
FANCU AR Primaire No Anémie de Fanconi (zZhang et al., 2019b)
AR S Hypothyroidie, petite taille, (AlAsiri et al., 2015; Golubicki et al., 2020;
MCM8 Primaire No pilomatricomes, cancer du colon |Heddar et al., 2020a, 2022b)
AR . Petite taille, hypothyroidie, cancer |(Wood-Trageser et al., 2014; Goldberg et al.,
MCMS9 Primaire No du colon 2015, 2021; Heddar et al., 2022b)
STAG3 AR Primaire No Cancer de I'ovaire (zggggget et al., 2014; Heddar et al., 2019a,
AR . . (Zangen et al., 2011; Schubert et al., 2017; Al-
PSMC3IP Primaire No Cancer du Sein Agha et al., 2018; Heddar et al., 2022b)
MSH4 AR Secondaire No Aucun (Carlosama et al., 2017; Heddar et al., 2022b)
MSH5 AR Secondaire No Aucun (Guo et al., 2017)
SPIDR AR Primaire No Aucun (Smirin-Yosef et al., 2017; Heddar et al.,
2022a)
HEM1 AR Secondaire oui AUCUN (Wang et al., 2014; Heddar et al., 2022b)
SYCE1l AR Primaire No Dystrophie maculaire de la rétine (Hernandez-Lopez et al,, 2020)
MEIOB AR Secondaire Oui Aucun (Caburet etal., 2019)
HSF2BP AR Secondaire oui Aucun (Felipe-Medina et al., 2020)
RAD51B AR Primaire No Aucun (Franca etal., 2022)
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(Qin et al., 2015a; Heddar et al., 2022b)

CSB-PGBD3 AD Secondaire Oui Aucun
BNC1 AD Secondaire Oui Aucun (Zhang et al., 2018a; Heddar et al., 2022b)
wWdr62 AD Secondaire No Aucun (Zhou et al., 2018a)

AR : Autosomique recéssive ; AS : autosomique dominant ; en gras les genes associé€s a un cancer.
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Cette étude permet également d’avoir des éléments pronostiques. Compte
tenu de l'implication des différentes voies moléculaires de I'lOP dans des étapes
différentes de I'établissement de la réserve ovarienne ou de la croissance
folliculaire, I'étude génétique permettra de stratifier les patientes avec IOP et
apportera des éléments indicatifs sur la qualité de la réserve ovarienne. Il est
classiqguement rapporté que 5% des patientes avec IOP peuvent avoir une
résomption de la fonction ovarienne et parfois des grossesses. A la lumiére de nos
résultats, on peut spéculer que les chances de grossesse de ces patientes avec
IOP sont différentes en fonction de la cause génétique sous-jacente. Les patientes
avec une altération moléculaire des génes de la croissance folliculaire ou du
métabolisme devraient avoir le plus de chance d’avoir une grossesse puisque leur
réserve est prédite préservée au moins initialement. En concordance avec cette
hypothése, les patientes présentant une IOP en rapport avec une galactosémie, une
maladie métabolique rare, ont 20 fois plus de chance d’avoir une grossesse a deux
ans par rapport aux autres causes d’'lIOP (van Erven et al., 2017). Ceci est
probablement vrai pour d’autres étiologies génétiques métaboliques de I'lOP
comme POLG, PMM2 qui sont en général responsables d'lOP avec aménorrhée
secondaire avec plusieurs grossesses décrites.En cas de réserve ovarienne prédite
altérée ou absente, notamment en cas d’'une altération majeure d’'un géne de
méiose ou de la réparation d’ADN, les chances de grossesses sont trés faibles.
L’orientation rapide des patientes vers le don d’ovocyte ou I'adoption est nécessaire.
En revanche, en cas de mutation génétique n'impactant pas I'établissement de la
réserve ovarienne, une orientation vers une préservation précoce de la fertilité doit

étre conseillée pour la patiente et sa famille avant la perte irréversible du capital



folliculaire. La prise en compte de la cause génétique a l'origine de I'lOP pourrait
préciser les chances de grossesses spontanées des patientes. Il est vraisemblable
que le chiffre de 5% pour les chances de grossesse spontanée dans I'lOP reflete
une moyenne qui est différente en fonction de I'altération moléculaire a I'origine de
I'lOP. S’agissant que plus de 60% des patientes avec IOP de notre cohorte ont une
réserve prédite conservée, on peut spéculer que ce groupe de patiente a plus de
chance d’avoir une grossesse. Leur chance sera donc de 12.5% (5 % /1-0.6)) et
non pas 5%. Ceci peut aider les patientes, surtout si elles sont jeunes, et les
apparentées porteuses de I'altération moléculaire dans la planification de leur projet

parental.

L’anémie de Fanconi peut étre révélée par une IOP parfois isolée

Méme si les troubles de la fertilité chez les patients présentant une anémie
de Fanconi ayant atteint 'age de la puberté ou I'age adulte ont été décrits a la fois
chez ’'homme et chez la femme, comme d’autres troubles endocriniens, la premiére
implication d’un géne de cette voie dans une infertilité isolée chez 'homme et la
femme n’a été faite qu’en 2017 par les équipes du Pr Misrahi et le Pr Reiner A Veitia
(Fouquet et al., 2017a). En effet, I'étude par exome d’une famille Finlandaise
consanguine comprenant deux sceurs présentant une IOP avec aménorrhée
secondaire, a mis en évidence une mutation tronquante homozygote de FANCM.
Celle ci étant associée a une fragilité chromosomique élevée dans les lymphocytes
des deux sceurs en faveur d’'une anomalie de réparation des cassures double brin
et de l'atteinte de la voie de Fanconi. Pourtant la patiente et sa famille n’avaient

aucun signe ou d’antécédent de cancer ou d’AF. Par la suite, des équipes
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indépendantes ont montré limplication de FANCM dans linfertilité masculine
(Kasak et al., 2018; Yin et al., 2019) mais €également dans des cancers, en particulier
le cancer du sein a début précoce, de I'ovaire, de la téte et du cou, du colon (Catucci
et al., 2018). FANCM apparait donc comme un géne suppresseur de tumeur.

Dans ce travail de thése, nous avons montré I'implication de deux autres
génes de cette voie de Fanconi a savoir BRCA1 et BRCA2, deux géenes majeurs de
prédisposition génétique au cancer du sein et de I'ovaire, dans I'lOP. Alors que la
patiente avec deux troncatures bi-alléligues de BRCA1 correspond, apres
réévaluation clinique, a un phénotype modéré d’'une AF passée inapercue en
'absence de développement d’insuffisance médullaire ou de pathologie tumorale,
les deux patientes que nous décrivons ici avec deux mutations homozygotes de
BRCA2 ont un phénotype strictement limité & une atteinte ovarienne. Ceci est
également le cas pour les patientes avec variants bi-alléliques de FANCM.

En incluant 'ensemble de nos patientes étudiées par NGS, nous révélons
que la voie de Fanconi est responsable d’environ 2% des formes d’lOP. Une autre
équipe a rapporté par la suite l'implication d’un autre géne de la voie Fanconi
FANCU ou XRCC2 dans une IOP isolée (Zhang et al., 2019b). On peut spéculer
que l'altération de cette voie peut étre une cause génétique récurrente dans I'lOP
et que les 18 autres genes de cette voie pourraient étre impliqgués prochainement
dans des IOP y compris les IOP isolées.

L’ensemble de ces études génétiques a permis de mieux comprendre la
physiopathologie de cette maladie mais également la fréquence des troubles de la
fertilité chez les rares patientes présentant une AF qui survivent jusqu’a I'age adulte

ou l'adolescence.
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Les données actuelles sur le lien entre IOP et les génes de la voie Fanconi
justifient a notre sens I'’étude moléculaire des génes de cette voie dans I'lOP et par
extension dans l'infertilité masculine également (voir plus bas). Comme BRCAL et
BRCAZ2 sont deux génes majeurs de susceptibilité au cancer (Walsh et al., 2011,
Kuchenbaecker et al.,, 2017), l'information pré-test donnée aux patientes avant
'analyse d’exome ou de panel NGS dans le cadre d’une IOP doit aborder la
possibilité d’'une altération moléculaire d’'un géne de réparation de 'ADN y compris
BRCA1 et BRCA2. C’est également le cas dans la prise en charge des patientes
atteintes d'lOP et de leurs proches. Néanmoins, une discussion entre les sociétés
savantes dans le domaine de la reproduction, la génétique et de 'oncogénétique
devrait statuer sur le screening moléculaire en routine diagnostique des genes de
la voie Fanconi y compris BRCA1 et BRCA2 puis établir des recommandations de

suivi et de prise en charge.

Une IOP avec petite taille doit faire évoquer une altération de la réparation de
I’ADN : Intérét d’un bilan génétique avant traitement par hormone de

croissance

Une petite taille chez une adolescente, surtout si elle est associée a une
aménorrhée primaire, fait évoquer en premier lieu le syndrome de Turner
correspondant a la principale anomalie gonosomique chez la femme et une des
principales étiologies chromosomiques de I'lOP. La prise en charge thérapeutique
de la petite taille fait appel souvent a I’hormone de croissance dont I'utilisation n’est

pas denuée d’effet secondaire notamment une augmentation d’incidence de cancer
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en cas de fragilité chromosomique constitutionnelle, en stimulant la croissance des
cellules malignes (Swerdlow et al., 2017). Or la petite taille est un signe fréquent
dans des syndromes caractérisés par une fragilité chromosomique constitutionnelle
comme par exemple 'anémie de Fanconi et le syndrome de Bloom (Garcia-de
Teresa et al., 2017). En présence d’'une telle fragilité chromosomique sous-jacente,
I'utilisation de I’hormone de croissance est contre-indiquée. Les études génétiques
de I'lOP, incluant notre travail, ont fait émerger deux nouveaux genes MCM8 et
MCM9, associés a une fragilité chromosomique et dont le phénotype peut inclure
un retard de croissance avec petite taille. Ces deux génes doivent étre considérés
comme des nouvelles causes de syndrome de fragilité chromosomique. Non
seulement, I'lOP des patientes avec altération bi-alléligue de MCM8 ou de MCM9
peuvent associer une petite taille mais également une augmentation du risque
néoplasique a la fois par des tumeurs cutanées ou des cancers colorectaux.

Ces données ont une implication thérapeutigue immédiate pour les
patientes avec petite taille et celles avec une altération moléculaire de MCM8 ou de
MCM9. En effet, il est nécessaire d’évoquer puis de rechercher les mutations de
ces deux genes comme une cause probable de fragilité chromosomique en
présence de petite taille et d’'lOP a caryotype normal, et ce avant de débuter un
traitement par hormone de croissance. Une prise en charge personnalisée et
multidisciplinaire est également nécessaire. Un suivi au long cours est

recommandé.
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Pistes physiopathologiques pour expliquer le lien entre réparation d’ADN et
IOP isolée.

L’utilisation du NGS dans le cadre de I'lOP a permis de révéler des étiologies
croissantes de génes responsable d’lOP avec en particulier les génes de méiose et
de la réparation d’ADN. En effet, 17 des 23 genes identifiés par exome ces
10 derniéres années sont impliqués dans la méiose et la réparation d’ADN (Zangen
et al., 2011; Caburet et al., 2014, 2019, 2020a; de Vries et al., 2014; Wang et al.,
2014; Wood-Trageser et al., 2014; AlAsiri et al., 2015; Qin et al., 2015a; Carlosama
et al., 2017; Guo et al., 2017; Smirin-Yosef et al., 2017; Al-Agha et al., 2018; He et
al., 2018b; Weinberg-Shukron et al., 2018; Zhou et al., 2018b; Felipe-Medina et al.,
2020; Franca et al., 2022). Sans remettre en question le réle majeur de cette voie
dans I'lOP comme discuté plus haut, Il convient de noter quil y a une
surreprésentation de cette famille de génes parmi les récentes publications (17/23
soit 74% des genes). La surreprésentation de cette famille de genes peut étre liée
a un biais de sélection des patientes étudiées par exome et publiées a ce jour. En
effet, la majorité des études d’exome publiées a ce jour ont été réalisées dans des
familles consanguines et I'héritabilité des génes de méiose et de la réparation
d’ADN dans I'lOP est majoritairement autosomique récessive.

Paradoxalement parmi 'ensemble de ces génes de réparation de I'ADN
a l'origine d’'une |IOP, uniquement 7 sont responsables a la fois d‘IOP et de cancer
dans I'espéce humaine (Tableau 3). Plusieurs explications peuvent étre discutées.
Ces génes peuvent avoir un effet spécifigue dans la méiose (STAG3, REC8) ou
uniqguement un rble accessoire dans les cellules somatiques (SPIDR, MSHA4,

MSH5). Enfin nos arguments fonctionnels développés dans ce travail, en
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complément des données de la littérature, permettent de proposer I'existence d’un
effet seuil entre la sensibilit¢ des cellules méiotiques et mitotiques quant a la
réparation des cassures double brin par recombinaison homologue. Ainsi I'activité
résiduelle de ces mutants est suffisante pour réparer les rares cassures survenant
dans les cellules somatiques mais se révele insuffisante pour la réparation des
cassures au niveau des cellules méiotiques survenant par centaines simultanément.
Les conséquences en sont une altération de la méiose anténatale. Le défaut de
réparation de 'ADN peut cependant étre mis en évidence par la cytogénétique dans
les cellules somatiques en présence d’'un agent toxique pour 'ADN, mais il ne
s’exprime pas a I'état basal. Compte tenu de la présence de multiples systemes de
réparation d’ADN dans l'ovaire (Stringer et al., 2020; Shukla et al., 2021), les
mutations hypomorphes de ces génes impliqués dans la réparation d’ADN (ERCC1,
PMS2, MLH1, MLHS...) peuvent étre découverte prochainement a l'origine d’'une

IOP isolée.

Nouveaux genes et nouvelles voies moléculaires identifiées

En l'absence de mutation identifiée par le panel de génes choisi, la
poursuite par I'étude de I'exome est un outil puissant pour lidentification de
nouvelles étiologies génétiques en particulier dans les formes consanguines et
familiales. A I'exception de BRCAL identifié chez une patiente présentant un
phénotype modéré d’'une anémie de Fanconi, les 10 autres génes, que nous
décrivons dans cette these, ont été identifiés dans des IOP strictement isolées y
compris aprés réévaluation clinique. Dix variants tronquants et trois faux-sens ont

été identifiés dans ces 11 genes soit a I'état homozygote (n=6), hétérozygote
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composite (n=6) ou hétérozygote (n=1), I'héritabilité de ces nouveaux génes est
donc majoritairement autosomique récessive. Le phénotype de 5 modeles murins
ou de drosophile, tous infertiles, est disponible pour 5 génes (BRCA2, HROB,
HELQ, ELAVL2, NLRP11) confirmant I'implication de ces génes dans I'lOP.

D’une maniére intéressante ces genes permettent d’'impliquer des nouvelles
voies moléculaires dans [I'lOP isolées a savoir les modifications post-
traductionnelles des protéines (ELAVL2), la mitophagie (SPATA33) ou I'immunité
(NLPR11). Cela permet de mieux comprendre la physiopathologie des IOP et ouvre
la voie au développement de nouvelles thérapies ciblées. Par ailleurs, nous avons
confirmé le rdle important des génes de la réparation d’ADN en identifiant 6
nouveaux genes (BRCA1, BRCA2, HELQ, HROB, SWI5, CENPE). D’'une maniére
intéressante, une étude publiée apres la soumission de notre article a rapporté un
variant tronquant homozygote de HROB dans une IOP isolée confirmant nos
données pour ce géne (Tucker et al., 2022a). Enfin, deux genes de fonction
inconnue (CCDC155, CCDC185) d’expression exclusivement gonadique ont été
identifiés. La validation fonctionnelle de I'impact des altérations moléculaires de ces
nouveaux genes sur la reproduction nécessite le développement de modeles murins
ou cellulaires appropriés. Ceci pourrait permettre d’identifier des nouveaux
mécanismes physiopathologiques dans I'lOP et eventuellement des nouvelles

pistes thérapeutiques comme la voie Hippo/PTEN/mTOR.

Perspectives thérapeutiques et thérapies innovantes

La premiére application pratique de la génétique de I'lOP sur le plan

thérapeutique peut avoir une application a court terme. |l s’agit de la potentielle
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valeur prédictive de la persistance d’'une réserve ovarienne en vue de ['utilisation
des technologies innovantes d’activation folliculaire in vitro (In vitro Activation ou
IVA). Comme dit plus haut en introduction, le pool initial des follicules primordiaux
établi pendant la vie anténatale (estimé a 6-7 million) va subir une atrésie
physiologique, ce qui est la voie majoritaire, ou reste quiescent en attendant d’étre
« recruté » dans une vague de croissance folliculaire (Figure 16) (Huhtaniemi et al.,
2018a). Cette activation des follicules est régulée par plusieurs voies moléculaires
dont la voie PTEN /PI3K/AKT/mTOR (Grosbois et al., 2020). En manipulant cette
voie chez la souris puis chez la femme, une équipe américaine a apporté la preuve
de principe de la possibilité d’activer ce pool dormant de follicules primordiaux in
vitro (Li et al., 2010; Kawamura et al., 2013). En utilisant une combinaison initiale
associant un inhibiteur de PTEN et un activateur de AKT sur des fragments ovariens
prélevés a partir d’'une cohorte de 27 patientes avec IOP, Cette équipe a pu obtenir
5 ovocytes matures et une naissance vivante apres FIV-ICSI (Kawamura et al.,
2013). L’extension de cette étude par la méme équipe chez 10 patientes
supplémentaires permettant au total d’obtenir des résultats encourageants, avec
une croissance folliculaire dans 24.3% des cas (9/37), une grossesse biologique
dans 8.1% des cas (3/37) et deux naissances vivantes (5.4%) (Grosbois et al., 2020;
Wu et al.,, 2021). D’autres études basées sur linhibition de la voie Hippo
uniqguement en fragmentant les ovaires des patientes ont pu obtenir des résultats
similaires mais avec des taux de grossesse tres variables allant de 4 a 21% (Wu et
al., 2021). Cette variabilité du taux de grossesse de cette technique peut étre liée a
la persistance ou non d’une réserve ovarienne avant procédure, ce qui n’est jamais

évalué actuellement. Or I'étude génétique comme nous I'avons présentée dans ce
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travail permet de mettre en evidence I'existence dans certains cas d’'un blocage
génétique de la croissance folliculaire responsable de I'lOP de la patiente et donc
peut prédire la persistance d’une réserve ovarienne. La sélection des patientes avec
une génétique favorable sans altération prédite de la réserve ovarienne pourrait
permettre d’améliorer l'efficacité et le rendement de ces techniques. En attendant
le développement de ces techniques en France, il pourra étre proposé une
préservation rapide de la fertilité pour éviter la dégradation rapide de cette réserve
ovarienne, en vue de la prise en charge future de ces patientes par ces nouvelles

techniques de maturation folliculaire in vitro, IVA ou reveil de follicules dormants.
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Figure 16 : Principe de l’activation folliculaire in vitro et application
chez la femme. Adapté de Huhtaniemi et al., 2018 (voir annexe). Le tissu
cortical ovarien est biopsié par laparoscopie de la patiente. Le tissu est coupé
en tranches ce qui active l'initiation de la croissance folliculaire. Le tissu
tranché est ensuite activé a I'aide d'un inhibiteur de PTEN ou d'un stimulateur
AKT in vitro pendant 24 heures.Les follicules activés sont stimulés a l'aide
de I'hormone FSH humaine recombinante pendant 6 a 10 jours, jusqu'a ce
qgue des follicules antraux de 15 a 17 mm soient vus par échographie. La
femme recevra de I'normone lutéinisante (LH) recombinante humaine pour
induire la maturation finale des ovocytes. Les ovocytes sont prélevés
36 heures plus tard par aspiration transvaginale a l'aiguille guidée par
échographie. lls sont injectés par injection intracytoplasmique de
spermatozoides (ICSI) avec le sperme du partenaire. Les embryons sont
cultivés pendant 3 & 5 jours et le meilleur embryon morphologiqguement sera
transféré dans l'utérus de la patiente.
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Déterminisme génétique de I'lOP,lien avec I’age de la ménopause naturelle et

avec I’espérance de vie et la longévité

Les études d’association a I'échelle du génome (GWAS), dont une tres
récente chez plus de 200.000 femmes (Ruth et al., 2021), ont révélé des variations
génétiques polymorphiques a effet faible pouvant impacter I'dge physiologique de
la ménopause de quelques semaines a plus d’'un an alors que les études NGS ont
identifié des dizaines de causes monogéniques de I'lOP avec une hérédité
Mendélienne. D’une fagon intéressante les variations de ces génes impliqués dans
la ménopause ou I'lOP peuvent impacter des voies moléculaires communes
notamment la réparation d’ADN (MCM8, FANCM, BRCA2) ou le métabolisme
(POLG). Dans ce travail de thése, nous révélons trois nouveaux genes communs
dans le déterminisme génétique de I'lOP et de I'age de la ménopause. En plus du
géne HELQ, impligué dans la réparation de I'ADN, deux nouvelles voies
moléculaires communes émergent a savoir limmunité (NLRP11l) et les
modifications post-traductionnelles (ELAVL2). Pour I'ensemble de ces voies
moléculaires communes entre IOP et ménopause, Il semble exister un continuum
entre les altérations génétiques a fort impact responsables d’lOP, identifiées par le
séquencage d’exome, et les variants a effet faible impliqués dans la variabilité de
'age de la ménopause, identifiés par GWAS dans des cohortes importantes de
patientes. Une population intéressante a étudier pour confirmer ou infirmer ce
continuum entre IOP et ménopause est celle des femmes qui développent une
ménopause précoce c’est a dire entre 40 et 45 ans et qui touche jusqu’a 6% de la

population féminine. Ce déterminisme génétique commun entre I'lOP et I'age de la
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ménopause et la longévité peut expliquer les observations des études
épidémiologiques faisant un lien direct entre I'lOP, la variation de l'age de la
ménopause et la diminution de I'espérance de vie et ceux indépendamment des
comorbidités associés a ces affections. Ce déterminisme implique en particulier la

famille des génes de méiose et de la réparation d’ADN.

La génétique révele des étiologies communes entre I'IOP et linfertilité

masculine

Il existe des étiologies génétiques communes entre I'infertilité masculine avec
azoospermie non obstructive et 'lOP. En plus des génes impliqués dans les stades
précoces du développement des gonades (comme NR5A1 et WT1) et des cellules
germinales, les études par NGS ont révélé d’autres étiologies communes entre les
deux affections en particulier les génes de méiose et de la réparation d’ADN. On
compte a ce jour 17 genes communs (Tableau 4). Ces genes sont impliqués dans
le développement des gonades (NR5A1, WT1 et AR), la méiose et le complexe
cohésine (STAG3, REC8, MEIOB, SPATA22) et la réparation d’ADN (C140rf39,
FANCM, FBX043, HFM1, MCM8, MSH4, MSH5, PSMC3IP, SPIDR, ZSWIM7). Des
nouveaux variants de certains de ces genes ont été identifiés dans notre cohorte a

savoir STAG3, SPIDR, PSMC3IP, HFM1 et FANCM.

On peut donc s'attendre prochainement a la découverte d'autres génes
communs entre l'infertilité masculine et féminine, appartenant notamment a la
famille des genes de méiose et de la réparation de I'ADN. Ceci doit étre pris en

compte a la fois sur le plan clinique pour le conseil génétique de ces familles mais
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également dans le cadre de la recherche de nouveaux genes.

Table 4 : Genes communs entre infertilité masculine et IOP identifiés a ce jour

Géne Voie moléculaire Héritabilité
AR Récepteur aux Androgénes Lié¢ al'X

C140rf39 Méiose Récessive
FANCM Voie Fanconi Récessive
FBXO043 Recombinaison Homologue Récessive
HFM1 Recombinaison Homologue Récessive
MCMS8 Recombinaison Homologue, MMR Récessive
MEIOB Méiose Récessive
MSH4 MMR Récessive
MSH5 MMR Récessive
NR5A1 Développement des gonades Dominant
PSMC3IP Recombinaison Homologue Récessive
RECS8 Complexe Cohésine, Méiose Récessive
SPATA22 Méiose Récessive
SPIDR Recombinaison Homologue Récessive
STAG3 Cohésine Récessive
WT1 Développement des gonades Dominant
ZSWIM7 Recombinaison Homologue Récessive
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’IOP est une cause croissante d’infertilité féminine approchant les 4% des femmes
avant 40 ans et constitue un probléme de santé publique. Nous révélons au travers
de ce travail de thése qu’une cause génétique de cette affection est identifiable dans
29.3% des cas grace a l'utilisation d’un panel de séquencage nouvelle génération-
NGS ciblé. Trois grandes familles de genes expliquent plus de 90% des étiologies
génétiques de I'lOP a savoir les génes de méiose et de réparation d’ADN, les genes
de la croissance folliculaire et les genes du métabolisme ou de fonction
mitochondriale. Onze nouveaux genes ont été identifiés dont certains impliquent de
nouvelles voies moléculaires pouvant correspondre a de potentielles cibles
thérapeutiques dans le futur. Chez une patiente sur 12, 'lOP peut étre le symptdme
révélateur d’'une maladie multi systémique affectant le métabolisme ou l'intégrité du
génome dont 'anémie de Fanconi qui apparait comme une cause potentiellement
croissante de I'lOP. Un travail commun et coordonné entre les sociétés savantes
dans le domaine de la reproduction, la génétique et de I'oncogénétique devrait
statuer sur l'étude moléculaire des génes de réparation d’ADN dans I'lOP
notamment ceux de la voie Fanconi y compris BRCA1 et BRCA2 puis d’établir des
recommandations de suivi et de prise en charge.Le diagnostic génétique de toute
IOP isolée sans cause identifiée est donc nécessaire au plus toét une fois le
diagnostic d’'IOP établi. Hormis l'infertilité, c'est donc I'état de santé global des
patientes qu'il faut évaluer et traiter, et ce en fonction de la cause qui doit
impérativement étre identifiée au préalable. La génétique peut donner également

des indications sur la réserve ovarienne et donc sur le pronostic de fertilité en
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fonction de la voie moléculaire altérée. Cette indication pronostique peut aider les
patientes et les apparentées dans la planification du projet de grossesse mais peut
permettre également d’améliorer le rendement des nouvelles techniques de
maturation folliculaire in vitro, une technique prometteuse de traitement de l'infertilité
dans I'lOP, non encore disponible en France. L’ensemble de ces données nous
permet de proposer une meédecine personnalisée avec un conseil génétique
approprié des patientes et de leurs familles en fonction de I'étiologie identifiée. Nous
pourrons améliorer le rendement diagnostique de la génétique dans I'lOP d’une part
par I'étude du génome, notamment dans le cadre du plan France médecine
génomique- PFMG, mais également par le développement de modéle in vivo ou in
vitro pour la validation fonctionnelle des variants génétiques identifiés. Nous
espérons gue nos résultats permettront de revoir les pratiques actuelles et les
recommandations des sociétés savantes dans le domaine de la reproduction et

I'endocrinologie pour la prise en charge de I'lOP.
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Primary ovarian insufficiency (POI) affects ~1% of women before 40 years of
age. The recent leap in genetic knowledge obtained by next generation
sequencing (NGS) together with animal models has further elucidated its
molecular pathogenesis, identifying novel genes/pathways. Mutations of
>60 genes emphasize high genetic heterogeneity. Genome-wide association
studies have revealed a shared genetic background between POI and repro-
ductive aging. NGS will provide a genetic diagnosis leading to genetic/thera-
peutic counseling: first, defects in meiosis or DNA repair genes may predispose
to tumors; and second, specific gene defects may predict the risk of rapid loss
of a persistent ovarian reserve, an important determinant in fertility preserva-
tion. Indeed, a recent innovative treatment of POl by in vitro activation of
dormant follicles proved to be successful.

Introduction

Primary ovarian insufficiency (POI), affects ~1% of women before 40 years of age, thus being a
relatively frequent syndrome [1]. POI is often diagnosed too late, causing irreversible
impairment to the fertility and well-being of the affected women. Recent data indicate that
POI is associated with significant morbidity and mortality. Several of these risks are direct
consequences of extra-ovarian defects, generated by the gene mutations that underlie some
forms of POI [2]. The clinical relevance of POl has exponentially increased only very recently,
particularly in economically advanced countries, due to the frequent choice of women to
conceive after 30 years of age and the increased life expectancy.

POI can manifest as pubertal delay and primary amenorrhea (PA), secondary amenorrhea (SA),
or oligomenorrhea of >4 months. Recurrence of menses and pregnancies can occur in up to
22% of cases with SA for up to 4 months [3], but spontaneous resumption of follicle activity is
exceptional in cases with long-lasting SA. The POl-associated hypergonadotropic hypogo-
nadisms is defined as elevation of follicle-stimulating hormone (FSH) (see Glossary) >
25 IU/L confirmed twice, 30 days apart, in women with SA [1]. The ovarian reserve (OR) can
be evaluated by transvaginal ovarian ultrasound (US) with antral follicular count and/or by anti-
Mullerian hormone (AMH) determination. In both PA and SA cases, itis possible to uncover a
certain OR by US and AMH measurement [4].
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degree of conservation, factors shown
to regulate the ovarian reserve in
mouse models are all potential candi-
dates for identifying mutations asso-
ciated with POl in humans.

With the generation of genetically
modified mice, much insight has been
gained into the mechanisms that con-
trol the formation of the ovarian reserve
and trigger the activation of primordial
folicles.

Comparison with animal models is
complicated by the fact that the phe-
notype of complete gene deletion in
knockout models may not be
mimicked by single gene mutations.
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based on in vitro activation of the dor-
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Low/undetectable AMH indicates a dramatic diminution of the OR, predicting poor success of
fertility preservation. However, follicular activity and pregnancy were rescued in POl patients
with undetectable serum AMH after in vitro activation (IVA) and autotransplantation of fresh
tissue [5].

Menstrual irregularities, such as oligoamenorrhea or polymenorrhea, can anticipate the onset of
SA, but not as a rule.

Many clinicians are unaware of the advantages of early POl diagnosis and fail to provide
integrated personal care to address all the clinical needs. Here, we review the pathophysiology,
genetics and treatment of POl in order to shed light on: () the manifestations that should alert
clinicians, and (i) the novel multidisciplinary approaches for improved clinical management.

latrogenic POl frequently occurs in cancer survivors of young age. A variety of environmental
factors, such as infections or pollutants like phthalates, bisphenol A, and polycyclic aromatic
hydrocarbons from cigarette smoke, have a harmfulimpact on reproduction and are implicated
in about 10% of POI [6]. Pollutants can affect ovarian follicles mainly by binding to estrogen or
aryl hydrocarbon receptors, severely affecting follicle growth and viability [7]. Moreover,
pollutants can cause genmline epigenetic modifications, thereby accounting for transgenera-
tional inheritance of reduced OR [8]. About 5%~30% of POl may have autoimmune origin [9],
which is of potential interest because an early diagnosis may allow prompt treatment and
eventually prevent damage to the OR.

The incidence of familial cases of premature ovarian failure was reported to vary from 4% to
31% [10,11]. Thorough evaluation of alleged affected relatives showed a lower incidence
(12.7%) than the original family history suggested [12]. Pedigree studies on affected families
showed a mode of inheritance suggestive of autosomal dominant or recessive transmission
with highly variable expressivity or X-linked inheritance with incomplete penetrance [13].
Approximately 2-6% of women with sporadic POl have a premutation of the FMR7 gene
[14]. Other known genetic causes are responsible for a small proportion of PQOls.

Most causes of POl are unknown. Understanding the underlying molecular mechanisms is
essential to develop strategies for prevention, early diagnosis, and improved management of
POL.

Agreat leap in the genetics of POl was achieved by the major methodological progress of next
generation sequencing (NGS) and in particular whole exome sequencing (WES). The
knowledge of more than 60 genes has enabled genetic diagnosis by NGS and provided a flow
chart for the diagnosis and treatment of POI (see below). A novel innovative treatment of the
Infertility of these patients has recently emerged.

Establishment of the OR

Primordial follicles (PFs) constitute the entire OR. Mechanisms that regulate the formation of the
PF pool and the rate by which it is used will determine the duration of the fertile lifespan
(Figures 1 and 2). OR formation is a similar process in humans and mice, and in recent years,
much insight has been gained into the molecular mechanisms involved.

At 20 weeks of gestation, a pair of human ovaries contains close to 7 milion germ cells [15]. A
rapid loss of follicles in fetal life results in about 1-2 million oocytes at birth. Prior to puberty, the
number declines further, to 300 000-400 000. During reproductive life, the number declines

REVIEWS

Gonads, Unit of Genetic Stability,
Stem Cells and Radiation: UMR 967,
INSERM; CEA/DRFARCM/SCSR; Univ.
Paris Diderot, Sorbonne Paris Cité;
Univ. Paris-Sud, Université Paris-
Saclay, Fontenay aux Roses, F-92265,
France

SUMR85 PRC, Physiology of
Reproduction and Behavior, INRA,
CNRS, IFCE, University of Tours,
37380 Nouzilly, France

®Department of Clinical Sciences &
Community Health, University of
Milan, Milan 20122, Division of
Endocrine and Metabolic Diseases,
Istituto Auxologico Italiano, Milan
20149, Italy

"Medical Faculty, Univ. Paris Sud and
Paris Saclay, Bicetre Hospital 94275,
Le Kremlin Bicétre, France
#Department of Biology and Pathology
of Human Reproduction, Institute of
Animal Reproduction and Food
Research, Polish Academy of
Sciences, 10-748 Olsztyn, Poland
“Women's Clinic, Institute of Clinical
Medicine, University of Tartu, L.
Puusepa 8, Tartu, Estonia
1%Competence Centre on Health
Technologies, 50410, Estonia
""Department of Obstetrics and
Gynecology, University of Helsinki and
Helsinki University, Hospital, Helsinki
00029, Finland

?Department of Obstetrics and
Gynecology, University Hospital of
Oulu, University of Oulu, Medical
Research Center Oulu and PEDEGO
Research Unit, P.O BOX 23, FI-90029
QOYS, Oulu, Finland

"*Molecular Oncology and Ovarian
Pathologies Université Paris-Diderot/
Paris 7, Institut Jacques Moned, 15
Rue Hélene Brion, Paris Cedex 13,
France

"Dept. of Internal Medicine, Erasmus
University Medical Center, P.O. Box
2040, 3000 CA, Rotterdam, The
Netherlands

"®Institute of Human Genetics,
University Hospital of Minster,
Vesaliusweg 12-14 D48149 Munster,
Germany

8Department of Reproduction and
Gynecological Endocrinology, Medical
University of Bialystok, Sklodowskiej
24A, 15-276 Bialystok, Poland

*Correspondence:
micheline. misrahi@aphp.fr,
luca.persani@unimi.it (M. Misrahi).

Trends in Endocrinology & Metabolism, June 2018, Vol. 29, No.6 401

285



Trends in Endocrinology & Metabolism

steadily until a critical threshold of 1000 PFs is reached [15]. Below this threshold, ovulations
cannot be supported, yielding menopause.

Oocytes derive from primordial germ cells (PGCs), which emerge from the extraembryonic
mesoderm and migrate to the genital ridge (Figure 1). Upon arrival in the gonad, the PGCs will
yield interconnected oogonia which, together with aggregation of germ cells, create so-called
germ cell cysts [16]. Somatic cell-derived factors, in particular bone morphogenetic proteins
(BMPs) and Wnt3/B-catenin, control the commitment, migration, and proliferation of PGCs.
These signaling pathways induce the reacquisition of pluripotency, which is driven by Prdm1
and Prdm14. Subsequently, pluripotency genes (PousF1 encoding Oct4, Nanog, Kif4, Lin 28a)
and germline specific genes (early genes: Nanos3, Kitlg, Tfapc2, Dppa3; late genes: Ddx4 or
Vasa, Mael, Dazl) play important roles in the migration, proliferation, and survival of PGCs [16].
After cessation of mitosis, the oogonia enter meiosis (13.5 days postconception in mouse and
asynchronously ~10-12 weeks of gestation in humans) and become oocytes (Figures 1 and 2).
They will progress through the initial stages of prophase | until arrest in the diplotene stage of
prophase |. The initiation of meiosis is dependent on expression of Dazl, which induces
responsiveness to retinoic acid, which in tum induces Stra8 (stimulated by retinoic acid)-
dependent and -independent pathways, and subsequently the activation of the synaptonemal
complex (SC) proteins Sycp1, 2, and 3. Recently, Taf4b was identified as an upstream regulator
of several meiotic genes, including Stra8 and Dazl, in both mice and women [17]. Additionally it
recently appeared that post-transcriptional mechanisms involving the Ythdc2/Meioc complex
are mandatory for the proper mitotic/meiotic transition [18,19].

The next developmental step in follicle formation is the breakdown of germ cell cysts between
E17.5 and 5 days postpartum in mice and at midgestation (10-13 weeks of gestation) in
humans (Figure 1). Upon breakdown, pregranulosa cells are recruited to encapsulate a single
oocyte to form PF, and oocytes undergo meiotic arrest. Gdf9, Bmp15, FoxL2, Nobox, Figla,
Notch2, and Adam10 include some of the factors that affect the timing of cyst breakdown and
differentiation of pregranulosa cells [20,21]. Furthermore, estrogen signaling plays an inhibitory
role in cyst breakdown [22]. At the cessation of mitosis, the number of oogonia has increased
exponentially. However, it is estimated that during cyst breakdown, two-thirds of the oocytes
are lost through programmed cell death, including apoptosis and autophagy [23].

Genetic modification in mice has been beneficial for identification of the crucial genes in
establishment of the OR. Mutations in several of these genes have been identified in women
with POL.

Recent Advances in the Genetics of POl in Humans

The genetic causes of POl are highly heterogeneous, with isolated or syndromic forms.
Reproductive and extra-reproductive features of syndromic POl are described in Table 1.
The genes involved are listed in Figures 1-3 and Table 1.

Meiosis, DNA Repar, and POI

Mutations of meiotic and DNA repair genes are responsible for syndromic and nonsyndromic
POI (Figures 2 and 3). There have been recent major advances in the identification of these
genes as a cause of POl through NGS studies.

QOocytes enter into and progress through meiosis prophase | during fetal life. Mutations in

meiotic genes usually impair meiotic progression and trigger oocyte death, as evidenced by
several mouse models [24].
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Glossary

Anti-Miillerian hormone (AMH): a
growth factor produced by the
granulosa celis of growing folicles.
Serum AMH level is an indirect
marker of the ovarian reserve and
declines with increasing age.
Follicle-stimulating hormone
{FSH): a pituitary-derived hormaene
that stimulates estrogen production,
follicle growth, and selection of the
preowulatory follicle. Serum FSH
levels are elevated upon ovarian
aging due to the loss of negative
feedback signals. Normal FSH
concentrations (UA) are: during
follicular phase, 3.5-9.0; owulatory
phase, 7.0-21.5; luteal phase, 1.7-
7.0; postmenopause, 26-140.
Homologous recombination (HR}):
a process that assures faithful repair
of double strand breaks, one of the
most dangerous DNA damages. HR
relies on the invasion of a similar
DNA matrix {the homologous
chromosome during meiosis) as a
template to repair the broken DNA.
The products of this repair can either
be a local replacement of DNA
seguence cr exchange of large
chromosome fragments, respectively
termed non-crossover and
crossover. The meiotic crossovers
are mandatory for proper segregation
of chromosomes, thus precisely
halving the genome in gametes.

In vitro activation (IVA): atthough
menstrual cycles cease in POl
patients, some of them retain
residual dormant ovarian follicles. A
new infertility treatment has been
developed, which enables POl
patients to conceive using their own
eggs, by activation of the residual
dormant fallicles through in vitro
manipulation of signaling pathways
responsible for folicular quiescence.
Luteinizing hormone (LH): 2
pituitary-derived hormone that
triggers ovulation. Serum LH levels
increase upon ovarian aging due to
the loss of negative feedback signals.
Meiosis: meiosis is the universal
cellular process in sukaryotes that
allows formation of the haploid
reproductive cells.

DNA double strand breaks
(DSBs): DSBs are programmed DNA
breaks generated early during
prophase | and catalyzed by the
sporulation 11 homolog (SPO11)
enzyme. DSBs are concentrated in
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During prophase |, meiosis requires the establishment of the SC and the generation and repair
of DNA double strand breaks (DSBs) [25]. Cohesin rings surrounding the chromosomes
contribute to proper formation of the SC. Stromal antigen 3 (STAG3), Recombination 8 (RECS),
Structural Maintenance of Chromosomes 1B (SMC18), and Radiation Sensitive 21-Like
(RAD21L) encode proteins belonging to the cohesin family and are specific to meiosis. Exome
sequencing revealed that the two copies of STAG3 are inactivated by a truncating mutation in
patients with POl from a consanguineous family [26]. Of note, one patient had bilateral ovarian
tumors. Inactivation of Stag3 in mice impairs meiotic progression and leads to cocyte death
[27]. SMC1B and REC8 have also been proposed to be associated with POI [28]. The SC Is
formed by several proteins organized in lateral and central elements [25]. A homozygous
mutation of the Synaptonemal Complex Central Element Protein 1 (SYCET) was described in
two sisters with POl in a consanguineous family [29], consistent with infertility observed in
animal models [30].

Mini Chromosome Maintenance 8 and 9 are helicase members of the MCM family. MCM8-9
complex is required for homologous recombination (HR)-mediated repair of DSB, facilitat-
ing DNA resection by the MRN complex [31]. Lack of Mcm8 or Mcm@ in mice induces meiotic
defects, oocyte degeneration, and ovarian tumors. Regarding MCMS8, the analysis of three
consanguineous sisters with hypothyroidism and POl revealed the presence of a pathogenic
variant [32]. The study of several other consanguineous families allowed the identification of
homozygous variants for MCM8 and MCMS in the affected patients [33-36].

For MCM8 and MCMS, the repair of chromosomal breaks in fibroblasts or lymphocytes of the
patients was found to be altered [32,33].

Meiotic DSBrepairrequires the loading of tworecombinases, RADS1 and its meiotic paralog DMC1,
on DNA. The activities of DMC1 and RAD51 are regulated by many factors, including homologous-
pairing protein 2 homolog (HOP2/PSMC3IP). Only one homozygous mutation in DMC1 has been
reported inwomen with POI [37]. The study of a Palestinian family using homozygosity mapping and
NGS allowed the detection ofa homozygous microdeletion inthe PSMC31iPgene [38]. The possibility
of a meiotic defect in the patients studied was not examined directly.

The recombination intermediates need to be stabilized to promote the formation of crossovers.
This step requires helicases such as HFM1 and the dimer MSH4-MSH5. Exome sequencing
has uncovered composite heterozygous mutations in HFM7 in a cohort of patients with
sporadic POl and SA [39,40], in agreement with the phenotype of the Afm7”" mice. Exome
sequencing recently identified a deleterious homozygous donor splice-site mutation in MSH4 in
a case of familial POI. This mutation was associated with the generation of intemally deleted
MSH4 protein [41]. Similarly, a homozygous mutation in MSH5 in two sisters with POl has
recently been reported [42]. The adverse effect of this mutation was confirmed in a mouse
model and proven to impair DNA repair.

The final step of recombination is the resolution of recombination intermediates. The resolution
of the double Holliday junctions is believed to rely on the heterodimer MLH1-MLH3, and the
exonuclease EXO1. Mice lacking either Mih1 or MIh3 are sterile. Human mutations reported in
MILH1 are largely associated with colorectal cancer and Lynch syndrome, with no systematic
impact on fertility.

Three RecQ helicases, namely BLM (Bloom syndrome), RECQL4 (RecQ protein-like 4), and
WRN (Werner syndrome) are proposed to be involved in meiotic recombination, albeit their
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‘hotspots' designated by PR domain
containing @ (PRDMS), through the
deposition of trimethyiation on lysine
4 of histone 3.

Next generation sequencing
(NGS): also known as high-
throughput sequencing, describes
modern sequencing technologies
that allow the sequencing of
thousands to millions of DNA
molecules simultaneously. It allows
sequencing multiple genes and
multiple individuals at the same time.
Nonhomologous end-joining
(NHEJ): 2 repair pathway often
opposed to HR. NHEJ directly ligates
broken DNA ends together. It is
believed to result in low repair fidelity
in the absence of a homologous
sequence to guide DNA repair, as in
HR.

Ovarian reserve (OR): 2 term
describing the quality and number of
resting oocytes within primordial
follicles, and considered as a
female's reproductive potential.
PI3K/Akt signaling pathway: the
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt/
mammalian target of rapamycin
{PIBK/AK/mTOR) signaling pathway,
regulating various stages of
folliculogenesis. Studies in most
genetic mouse models have revealed
an essential role of this pathway in
primordial follicle activation.
Primordial germ cells (PGCs): the
primary cells that form the
progenitors of gametes. PGCs will
populate the embryonic gonads and
differentiate into either cocytes or
spermatocytes.

Whole exome sequencing (WES):
sequencing by NGS, the protein-
coding region of the human genome
{exome) that represents <2% of the
genome, but contains most known
disease-related variants.
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Figure 1. Formation of the Ovarian Reserve in Humans and Mice. (A) Chronology of ferrale germ cell development from primordial germ cell (PGC) specification
until follicle formation (purple). Appearance of cogonia and meiotic cells are defined respectively by the blue and red lines [weeks post fertilization {wpf}, days post
conceplion {dpc}, days postpartun (dpp}]. (B) Schemalic presentation of the various germ cell slages. From et o right, migralory PGCs, oogonia, and pre-leplolene-,
leptotene-, zygotene-, pachytene-, and diplotene-arrested oocytes in primordial and growing {primary) follicles are presented in blue. Key signaling pathways regulating
PGC specilicalion, ireiolic entry, and lollicle aclivalion are provided in green. {G) Frequenlly used markers of Lhe various gerr cell slages. POUSF1 {OCT4), POU class 5
homeobox 1, and TFAP2C (AP2 v} are retrieved in PGC and oogonia with stem cell potential. Deleted in azoospermia-like (DAZL) and DDX4 (VASA}, DEAD box
polypeplide 4, mark the gamelogenic compelency acquired when mouse germ cells colonize he gonad and laler during oogonial dilferentiation in the human ovary.
STRAS8 is expressed at the mitotic/meiotic switch, in the pre-leptotene stage, and SYCP3 is a synaptonemal complex protein that labels the axes of the chromosomes
during reiotic prophase 1. NOBOX, NOBOX oogenesis homeokox, and tumor protein 63 (TP63), are retrieved in the nuclei of diplolene-arrested oocyles enclosed into
follicles. BMPs, Bone morphogenic proteins; GYP26B1, cytochrome P450, family 26, subfamily B, polypeptide 1; FOXOS, forkhead box O3; KITL, kit ligand; PI3K,
phosphoinositide-3-kinase; PRDM, PR domain containing 1, with ZNF domain (PRDM1/BLIMP1); PTEN, phosphatase and tensin homolog; RA, retinoic acid; STRAS8,
stimulated by retinoic acid 8.

function in mammals is not fully elucidated. These RecQ helicases are also mutated in human
syndromes manifesting in premature aging, cancer, and often POl or reduced fertility [43-45].

Cockayne Syndrome B {CSB/ERCC6) encodes a protein involved in DNA repair. A heterozy-

gous mutation in the CSB-piggyBac transposable element derived 3 (PGBD3) fusion gene-
induced POI with the mutated protein exhibiting an altered response to DNA damage [46].
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Figure 2. Human Genes Associated with Primary Ovarian Insufficiency and Their Physiological Importance in Qogenesis, Folliculogenesis, and
Other Functions. Genes wilh in vive mulalions associaled wilh primary ovarian insufliciency {POI} in humans and Lhe physiological iporlance of hese genes in
ovarian function are indicated. Qogenesis and folliculogenic processes are represented by a transit between different compartmental stages, depicted as boxes
containing the cell populations. At each stage of cogenesis and folliculogenesis, an important part of the germ cell will die by apoptosis, depicted by a concomitant
decrease in box sizes. The first compartment (yellow box; corresponds to the primordial germ cells (PGCs) when they differentiate into oogonia, the second
compartment (green box) corresponds to follicle formation, which involves meiosis and follicular assembly processes and ends with establishment of the ovarian reserve
of primordial follicles (pink box}. From this reserve, follicular activation leads to the formation of prinary follicles (light blue box}. Then the growing follicles can reach the
anlral slage (dark blue box; and ovulale, or degenerale by alresia. Genes whose mulalions are associaled wilh POI are indicaled al sach slage of lhese developmenlal
processes. The involvement of each gene at a specific stage of ovarian or follicular development is based on in vivo (presence/absence of follicles in biopsy samples,
delection of antral follicles using ovarian ultrasound scanning or AMH measurements in wornren carrying mulalions} orfand in vitro observalions {cullure experimenls
using human ovarian cortex or granulosa cells;. For genes depicled in italic, information on their slage specific role is only available from mouse models. Genes
associaled with POl for which the slage-specific role is unknown are listed in Lhe box, wilh their biological funclion (green fonl). The slimulaling and inhibiling faclors are
depicted in black and red fonl, respeclively. See lext for references and [13].

Lastly, although meiotic DSB repair appears to rely on HR, a second process for DSB repair, the
nonhomologous end-joining (NHEJ), allows the direct ligation of broken DNA ends to each
other, X-ray repair cross-complementing protein 4 (XRCC4) and Ligase 4 {LIG4) are two
proteins absolutely required for NHEJ. Syndromic POI was reported in a female patient with
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Table 1. Clinical Pressntations of Syndromic POI.?

WT1-related XX-DSD
SF1-related XX-DSD
BPES

FMR1 premutation
Autoimmune
polyendocrinopathy

syndrome. APS-PGA
type 1

Autommune APS-
PGA type 3

Pseudohypopara
thyroidism

Galactosemia

Disorders of
glycosylation (CDG1A)

Ataxia telangiectasia

Nijmegen breakage
syndrome

Fanconi anemia

XRCC4-related
disorder

Bloom syndrome

Werner syndrome

Rothmund-Thomson
syndrome

PA or SA

PA or SA

PA or SA

SA

PA or SA

PA

PA

PA

PA or SA

PAor SA

Streak gonads,
partial ovarian dysgenesis

Streak gonads,

partial ovarian dysgenesis
Rare or absent follicles
Folicle depletion

Autoimmune ocphoritis

Autoimmune oophoritis

Follicular cysts but no
corpora lutea in one case

Streak ovaries or few
nonmaturated follicles.

Absent ovaries in some
patients by US or
laparoscopy

Streak gonads, small ovaries

Decreased number of
primordial follicles

Possibly accelerated follicular
atresia

Possibly accelerated follicular
atresia

Gonadotropin resistance
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Nephropathy, diaphragmatic hemia
Adrenal insufficiency

Blepharophimosis, ptosis, epicanthus
inversus

X-linked mental retardation in family. Fragile X
tremor/ataxia syndrome

Addison disease, candidiasis, vitiligo,
hypoparathyroidism, ciabetes melitus,
hepatitis, malabsorption, keratopathy,
alopecia

Autoimmune thyroid disease, atrophic
gastritis, vitiligo

Brachydactyly, short staturs, hypocalcemia
and hyperphosphatemia, hypothyroidism,
obesity

Neonatal jaundics, failure to thrive, cirrhosis,
cataract, intellectual disability, food
intolerance, hypoglycemia, renal dysfunction.

Growth retardation, microcephaly,
encephalopathy, peripheral neuropathy,
retinitis pigmentosa, cardiac myopathy,
hepatomegaly, nephrotic syndroms,
psychomotor retardation

Cerebellar ataxia, telangiectasia, recurrent
infections, malignancies, and increased levels
of alpha fetoprotein

Prenatal growth retardation, progressive
mental deterioration, microcephaly, recurrent
infections, increased risk for neoplasias such
as lymphoma

Pancytopenia, small stature, microcephaly,
ear anomalies, heart defects, kidney
malformations, racial aplasia and thumb
deformities, intellectual disability, café-au lait-
spots

Short stature, microcephaly, developmental
delay, diabetes mellitus

Premature aging with chromosomal
instability, short stature, skin rashes and
telangi ic skin on sun- areas,
increased risk for neoplasias,
immunodeficiency
Premature aging with chromosomal
inaamlty, pre- and postnatal growth

iancy, sclerodermic skin changes,
cataract, arterioscleros’s, increased cancer
risk, diabetes melitus

Short stature, cataract, saddle noss, teeth
anomalies, premature graying of hair

CellPress

194070

612964

110100

300624

240300

#103580

230400

212065

208900

251260

#227650
#227645
#614082

#616541

#210900

#277700

#268400

REVIEWS

NRBA1/SF1

FoxXL2

AIRE

GNAS

ATM

NBN

RECQL4
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Table 1. (continued)

Diagnosis-

SA

Progeria, short stature, low bodly weight, early

Hutchinson-Gifford Diminished follicular reserve

progeria loss of hair, ipodystrophy, scleroderma,
decreased joint mobility, osteolysis,
cardiomyopathy

GAPO SA Follicle depletion Growth retardation, alopecia,
pseudoanodontia, optic atrophy, high
forehead, midface hypoplasia

Perrault syndrome PA, SA Streak ovaries, Deafness

lack of ovaries, Neurologic symptoms in PRLTS1, PRLTSS,
small ovaries and PRLTS5

Woodhouse-Sakati PA Streak ovaries Alopecia, deafness, hypogonadism, diabetes,

syndrome intellectual disability

Vanishing white matter ~ SA Qvarioleukodystrophy Progressive cerebellar ataxia, spasticity,

disease streak ovaries cognitive impairment with white matter

Ovarioleukodystrophy lesions on brain imaging. Onset from early
infancy to adufthood

Retinal dystrophy with ~ SA Retinal dystrophy, goiter, intellectual

or without extraocular disability, hypogonacism

anomalies

Progressive external SA Diminished folicle reserve Ptosis, progressive extemal ophthalmoplegia,

ophthalmoplegia sensorineural hearing loss, axonal
neuropathy, muscle weakness, ataxia,
dysarthria, dysphagia and late onset
Parkinsonism

Acromesomelic PA Severe brachydactyly with racial deviation of

chondrodysplasia with the fingers, ulnar deviation of the hands,

genital anomalies fusion of the carpal/tarsal bones, aplasia of
the fibula, bilateral clubfeet with small broad
feet and short toes

Interphalangeal joint SA Symphalangism, hearing loss

synostosis

- |

OMIM #

#176670

#230740

#233400
#614926
#614129
#615300
#616138

#241080

#603896

#615889

#17175

#157640

#609441

#185800

REVIEWS

ANTXR1

HSD17B4, HARSZ,
LARS2 CLPP
C10orf2, CLON14+
8G0O2

KIAA0391

ERALT

C20rf37
EiF2B
AARSZ

RCBTB1

POLG

BMPR1B

NOG

*DSD, Disorder of sexual differentiation; PA, primary amenorrhea; SA, secondary amenorrhea; US, ultrasound. See text for references and [13].

homozygous single nucleotide variant in the XRCC4 gene [47]. POl was reported in two patients
with biallelic truncating mutations in the LIG4 gene [48]. These patients display short stature,
microcephaly, and genomic instability or hypersensitivity to radiation. Similarly, another impor-
tant DNA repair pathway, the Fanconi anemia (FANC) pathway, exists in numerous progenitor
cells, including the gemmline. This pathway employs at least 20 proteins, including those
encoded by the FANCA, FANC, and FANCG genes, and has been associated with POI
[49]. Mouse models for several Fanc genes (a, ¢, d, €, f, g, i, m, n, o, p) evidenced gonadal
hypoplasia with ovaries showing follicle depletion [50]. This appears to be due to reduced PGC
numbers, though meiotic roles are also possible. Very recently a homozygous FANCM muta-
tion was shown to underlie a familial case of nonsyndromic POl [51]. FANCM biallelic mutations
predispose to cancer, in particular early-onset breast cancer in females and chemosensitivity
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Synaptonemal complex

SYCE1,
SYCP1,
SIX60S1,
SYCE2, SYCP3,
TEX12 SYCP2
Central element  Lateral elements >

Cohesins

STAG3,
RAD21L,
RECS,
SMC18B,
Smc3

BLM,
TOP3,
RMI1

FANCM

Non-crossover

|

.

Crossover

Cell

REVIEWS

Double strand
breaks

PRDMS9, SPO11,
TOPVIBL, MEI1, MEI4,
REC114, IOH1,
HORMAD1

MRE11, RADS0,
NBN, RBBP8, EXO1

Homology search

RADS1, DMC1, RPA,
MEIOB, SPATA22,
BRCA2, RAD54, MND1,
PSMC3IP, RADS2,
FMR1, BRCAL, ATR,
ATM

Stabilisation

MCM8, MCMS, RNF212,
HEI10, MSH4, MSHS,
HFM1, TEX11

MLH1, MLH3, EXO1

Figure 3. Female Infertility, Meiotic Recombination, and DNA Repair. The various steps of meiotic recombination and the specific genes involved
(nonexhaustive, rriddle panel) are presented in the middle panel. Genes suspected in primary ovarian insufficiency cases are in bold. Left panel shows the structure
of the synaptonemal complex required for completing reconbination. Right panel presents representative germ cells at oogonial (A), leptotene (B), zygotene (C),
pachytene (D), and diplotene (primordial follicle; (E) stages, from human ovaries at 8, 12, 15, 21, and 27 weeks postfertilization, respectively.

[52-54]. These findings clearly support a genetic link between infertility and DNA repair/cancer

genes.

The recent identification of a genetic link between POl and tumor/cancer susceptibility genes
(STAG3, MCM89, FANCM) makes the genetic diagnosis of all isolated cases of unexplained POI
necessary, to perform enhanced genetic counseling and long-term follow-up. Indeed, POI
patients can harbor mutations in such ‘cancer susceptibility’ genes. The large number of genes
potentially involved will make these families among the most important involved in POI.
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Genes Involved in Syndromic POI (Figures 2 and 3 and Table 1)
The clinical presentations of syndromic POl are highly variable and are presented in Table 1.

Perrault Syndrome (PS)

Perrault syndrome (PS) is a genetically heterogeneous autosomal recessive syndrome, mainly
characterized by ovarian dysfunction and sensorineural deafness (Table 1). Recently, a
growing number of genes involved in PS were identified by NGS. These genes are implicated
in mitochondrial functions or metabolism. In mouse models, genetic changes that cause
perturbation in mitochondrial protein translation lead to hearing loss as a result of tissue-
specific apoptosis [55]. Given the role of apoptosis in ovarian development, inappropriately
timed apoptosis may also lead to POI. HARS2 [56] and LARS2 [57,58] encode mitochondrial
histidyl or leucyl-tRNA synthetases involved in translation of mitochondrially encoded genes.
CLPP encodes a highly conserved endopeptidase component of a mitochondrial ATP-
dependent proteolytic complex, involved in degradation of unfolded or misfolded polypep-
tides [59-61]. C100rf2 encodes Twinkle, a mitochondrial primase-helicase essential for
mitochondrial DNA replication [62,63], yielding a mitochondrial DNA depletion syndrome
and progressive external ophthalmoplegia. Very recently, mutations of ERAL 7 and KIAAO391
were involved in PS. ERAL1 protein binds to the mitochondrial 128 rRNA and is involved in
assembly of the small mitochondrial ribosomal subunit affecting mitochondrial respiration and
function [64]. KIAA0391 encodes RNase P (PRORP) the metallonuclease subunit of the
mitochondrial RNase P complex responsible for the 5™-end processing of mitochondrial
precursor tRNAs [65].

Apart from mitochondrial functions, mutations in a multifunctional peroxisomal enzyme involved
in fatty acid B-oxidation and steroid metabolism, 178-hydroxysteroid dehydrogenase type 4
[HSD17B4, also known as D-bifunctional protein (DBP)] also cause PS [66-68]. Mutations of
this gene were already identified in autosomal recessive mode in a severe disorder of peroxi-
somal fatty acid B-oxidation.

A combination of two homozygous mutations leading to a coincidental PS, one in CLON74
involved in deafness and the other in shugoshin-like 2a (SGO2) encoding shugoshin2, lkely
involved in POI, have been described [69]. During meiosis in the mouse, SGO2 maintains the
integrity of the cohesion complex that tethers sister chromatids. Unsolved cases of PS persist,
indicating that novel genes will still be discovered [70,71].

Premature Aging Syndromes

Laminopathy due to mutations in LMNA encoding a nuclear envelope protein includes ovarian
failure and premature aging. Malouf syndrome belongs to this condition [72]. Hutchinson-
Gilford progeria Syndrome (HGPS) [73], caused by aberrant splicing of the LMNA gene and
expression of a mutant product called progerin, comprises premature aging and lipodystro-
phies. Sometimes both syndromes occur together [73].

GAPO syndrome, another form of premature aging and premature follicle depletion, is caused
by mutations of the anthrax toxin receptor 1 gene ANTXR1 [74]. The protein has been involved
in cell attachment and migration. Additionally, it allows the interaction of cells and several
components of the extracellular matrix by binding extracellular ligands with the actin of the
cytoskeleton.
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Netirosensory Syndromes

LLeukoencephalopathies are also a heterogeneous group of disorders associated with vanish-
ing white matter and are seen in a subset of PO, yielding ovarioleukodystrophy. Mutations of a
specific mitochondrial alanine aminoacyl-tRNA synthetase, AARS2, have been involved
[75,76]. Another group of genes involved is EIF2B1 to EIF2B5 which encode the five subunits
of the eukaryotic initiation factor 2B [77].

Mutations in RCBTB7 (78] are present in syndromes including inherited retinal dystrophy and
POI. RCBTB1 is Involved in ubiquitination, more specifically as a CUL3 substrate adaptor
involved in stress-response to combat oxidative or electrophilic insults.

Mutations of the nuclear gene POLG encoding a mitochondrial DNA polymerase gamma can
lead to POl with autosomal dominant progressive external ophthalmoplegia [79].

Defects in the respiratory chain or mitochondrial ATP synthase (complex V) result in mitochon-
drial dysfunction and defective energy production. Mutations of MT-ATP6/8 encoding two of
the subunits of complex V are associated with syndromes including cerebellar ataxia, peripheral
neuropathy, diabetes mellitus, and POI [80].

Skeletal Syndromes
POI can occur in some skeletal syndromes, such as Demirhan syndrome, which is caused by
mutations in BMPR18 [81].

Another condition including proximal symphalangism and POl is caused by mutations in NOG
[82]. NOG protein is expressed in the ovaries and interacts with BMP, which plays an important
role in ovarian function.

Genes Associated With Nonsyndromic POl
See Figures 2 and 3.

Reguiation of PF Recruitment

The majority of PF will remain dormant until stimulatory signals or a break from inhibitory signals
induces activation. PF recruitment is initiated in mice after birth at postnatal day 4-5, and in
humans at 17 weeks of gestation (Figure 1).

Various oocyte-expressed signaling and/or transcription factors have been identified to main-
tain the quiescent state (Foxo3, Lhx8) or, in contrast, to activate PF growth (Sohih1, Sohlh2,
Nobox) [83] (Figure 2). Interestingly, Foxo3 and Lhx8 are the effectors of the PISK/Akt
signaling pathway [84]. Targeted (oocyte-specific) deletion of stimulating factors (Kit, Pdpk1,
Rptor, Rps6) of this pathway blocks follicular activation and induces PF apoptosis, whereas
loss of the inhibiting factors (Pten, Cdkn1b, Tsc1, Tsc2, Stk11) results in premature and global
activation of PF [85] (Figure 2).

A characteristic of PF activation is the transition of squamous pregranulosa cells to cuboidal
granulosa cells. Failure thereof results in an arrest at the primordial stage, followed by oocyte
death and follicular depletion, as shown in Fox,.2 knockout mice [86]. AMH, expressed during
this transition, inhibits PF activation since Amh knockout mice display an accelerated exhaus-
tion of the pool [87]. Several additional growth factors have been shown to activate PF
recruitment (Figure 2).
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Reguiation of Follicle Growth

Gonadotropin-independent Phase: Role of Ovarian Growth Factors; Early follicie growth up to
the large preantral stage is independent of gonadotropins in rodents and relies on intraovarian
factors (Figure 2). It requires a coordinated dialog between the oocyte and granulosa cells, in
which gap junctions and SMAD and PI3K/Akt pathways are important. The discovery that
follicles in ovaries of Gdf9 knockout mice fail to develop beyond the primary stage was the first
of a series showing the importance of factors involving SMAD signaling pathway in follicle
development [88]. Furthermore, in the oocyte-knockout of Furin, a prohormone convertase
responsible for proteolytic cleavage of TGFB family members, follicle growth is arrested at the
secondary stage [39)]. Likewise, inhibition of the PI3K/Akt pathway by Ki or Kitlg deletions leads
to the blockage of follicular growth at the primary follicle stage. Using targeted deletion or
activation of gf1, lgfir, Irs2, Rictor, or Foxo3, it was shown that the PI3K/Akt signaling pathway
not only plays a role in PF activation, but also in follicle survival and development beyond the
primary stage [90,91] (Figure 2).

Gonadotropin-Dependent Phase: Role of Gonadotropins; The progression through final stages
of follicle development depends on the gonadotropins FSH and luteinizing hormone (LH)
(Figure 2). The threshold for FSH sensitivity is determined by interplay between various
stimulatory and inhibitory growth factors, such as IGF1 and various TGFB family members
tipping the balance to etther follicle survival or atresia. Deletion of the Fshr yields an enhanced
rate of atresia and follicles fail to progress to the antral stage [92]. Targeted deletion of the
noncanonical progesterone receptor Pgrme? in granulosa cells suppressed antral follicle
development and increased atresia [93]. Finally, LH action is indispensable for ovulation,
meiotic resumption of the oocytes, and cumulus expansion. Loss of LH action therefore also
results in infertility as follicle development is blocked at the antral stage [94]. In the absence of
sex steroid action, the final stages of follicle development show abnomalities leading to
follicular amest, as illustrated in mouse models lacking (cell-specific) androgen or estrogen
function [95,96].

Defects in Human Genes in Nonsyndromic POl

Interestingly, there is an overlap between genes involved in the onset of puberty, normal
reproductive aging, and POI [97]. We will present only recent data or selected examples of
genes that ilustrate the precaution that must be taken in the interpretation of genetic data and
comparison with animal models.

Genes Invoived in Establishment of the PF Pool and Maturation to Primary Follicles;

Heterozygous variants of SOHLH1 and SOHLH2 have been found in POI [98]. Interestingly, two
families harboring a homozygous single-base deletion in the coding region or a premature stop
codon of SOHLH1 [99] had PA, lack of secondary sex characteristics, and nonvisualized
ovaries.

Arecessive missense mutation in Nucleoporin-107 was identified in a consanguineous family of
Palestinian origin [100]. NUP107 is a component of the nuclear pore complex, and the
NUP107-associated protein SEH1 is required for oogenesis in Drosophila. In Drosophila,
Nup107 knockdown in somatic gonadal cells resulted in female sterility, whereas males were
fully fertile. Nup 707 mutations may compromise the meiotic DNA damage response, leading to
oocyte death.

A heterozygous stop codon was identified in the eukaryotic translation initiation factor 4E
nuclear import factor 1 gene elF4ENIF1 in familial POl with dominant inheritance in three

REVIEWS
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generations [101]. The gene plays an important role in oocyte development in organisms from
Drosophita to mice.

Heterozygous mutations of the Newbom ovary homeobox (NOBOX) transcription factor have
been reported in women with sporadic POI [28,102,103]. Contrasting with the knockout mouse
model, which displays accelerated postnatal oocyte loss due to a defect in germ cell cyst
breakdown [104], patients with NOBOX mutations may have PA or SA with follicles detected by
histology in the ovaries in adulthood [102]. This may be due to the fact that the human mutations
caused only partial loss of function in vifro. Functional studies are thus critical before any
comparison with animal models and before any conclusion on the human physiological role of a
gene can be established. Interestingly, a prevalence of 5.6% and 6.2% of heterozygous
mutations has been detected in different cohorts, making this gene potentially one of the
most frequent causes of POl in humans, provided that causality of the heterozygous variants is
proven. Recently, a homozygous truncated variant of NOBOX has been described [105], with
complete loss of function in vitro in patients with PA, but with no ovarian phenotype. Fertility of
the heterozygous mother excludes amechanism of haploinsufficiency, as previously proposed.

Genes Invoived in the Maturation and Growth from Primary to Ovulatory Follicles;

The two steroid hormone receptors, for estrogens (ESR1) and androgens (AR), are positive
regulators of follicular maturation. Two families with homozygous mutations of ESR7 have been
described. The probands had PA without breast development, very high estrogen plasma
concentrations, and multicystic ovaries [106,107]. Functional studies reveal altered estrogen
signaling.

Interestingly, a continuum of phenotypes is associated with FSHR mutations, varying from
absence of pubertal maturation to normal breast development with SA, according to severity of
the receptor inactivation [108-111]. The first mutation described in the Finnish population was
associated with the existence of preantral or rare antral follicles in the ovaries [108]. However,
functional studies have shown that it was a partial loss of function mutation [112]. A complete
loss of function mutation of the FSHR has also been described, causing PA and complete block
of follicular maturation after the primary stage [113]. Remarkably, there was an increased
density of small follicles when compared with an age-matched woman. Thus, the gonadotro-
pin-dependent growth phase in humans starts at the primary follicle stage, contrary to rodents,
in which preantral follicles are observed in ovaries of mice deficient in Fshb or Fshr (see above).
Thus caution must be taken before extrapolating data from mouse models to humans. Partial
mutations of the FSHR are associated with SA and the presence of different sized antral
follicles, depending on severity of the mutation [114]. Of note, there is a correlation between the
phenotype of the patients and the molecular studies. Because of the existence of follicles in the
ovaries, in vitro maturation may be obtained and fertility restored ([115] and see below).

Mutations in the other gonadotropin receptor gene, LHCGR, cause POl with SA, anovulation,
and recurrent cyst formation. In the affected families, disorders of sex differentiation are found in
male relatives with hypogonadism due to Leydig cell hypoplasia [116,117].

The first involvement of BMP15 in POl was reported in an Italian family with 46,XX ovarian
dysgenesis [118]. Since then, several heterozygous and one homozygous BMP15 variant have
been associated with PA or SA, but streak ovaries without follicles have been found using US,
which was interpreted as premature depletion of the OR [118]. Functional studies suggest
impaired production of the mature protein or, in some cases, a dominant negative effect [118].
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However, most of the variants detected occur in the heterozygous state, and BMP15 hap-
loinsufficiency was proposed to have a predisposing impact for POL. It was also proposed that
reduced BMP15 dosage would contribute to the ovarian phenotype of Tumer syndrome
patients [119]. These conclusions were challenged by a very recent work on a family with a
BMP15 knockout-like effect [120], with both parents bearing deletions in the proregion of the
BMP15 precursor. The heterozygous mother conceived normally and had three children. Thus,
it seems that haploinsufficiency is not involved in humans. Most of the mutations of BMP15
described were heterozygous and a mechanism of haploinsufficiency or a dominant negative
effect was suspected but most often not demonstrated, making it impossible to implicate the
corresponding gene as the unique cause of POI. Additional genetic mutations in an oligogenic
mode of inheritance and/or environmental factors must be involved. Despite streak ovaries,
AMH was initially detectable in the two POl sisters bearing both deletions of BMP15, supporting
the presence of an OR [120]. Five years later, however, AMH was not detected in both sisters,
probably because of exhaustion of the PF pool, and one sister had received an egg donation.

In case POl is due to a block in follicular maturation, urgent fertility preservation is needed to
avoid follicular atresia.

Arecent study showed a homozygous single-base deletion in the coding region of GDF9 in POl
with PA [121], confirming the causative role of this gene.

Innovative Treatments for POI

The most frequent therapeutic approach of infertility of POl patients is embryo transfer from
donated oocytes. Given the complexity of this therapeutic approach, couples requiring cocyte
donation should discuss its medical, ethical, legal, and psychological aspects with medical
experts. Recently, a new innovative fertility treatment has been developed for POI {Figure 4).

Premature activation of PFs caused by chemotherapy, particularly cyclophosphamide, is a
significant cause of the disappearance of follicles from the ovaries. Fertility preservation through
tissue cryopreservation before chemotherapy is therefore an important method for preventing
POI [122]. Post-treatment, the tissue can be autotransplanted. Infants have been bom as a
result of the technique.

For cancer patients at high risk of reintroduction of the malignancy, such as leukemia, in vitro
maturation of follicles all the way to metaphase Il cocytes is a much needed therapy that still
remains to be developed.

In early stages of ovarian insufficiency there are PFs left in the ovaries. Hence, cryopreservation
of ovarian tissue as fertility preservation should be carried out as soon as the risk of follicular
decrease has been identified. Although these PFs are inactive, Hovatta et al. [123] showed that
human ovarian follicles can be activated when ovarian tissue is cut into small pieces and placed
in organ culture. Recently, Hippo signaling was identified as the regulatory factor in this
activation [5,124]. When residual follicles in ovarian tissue from POl patients were stimulated
by cutting the tissue into small pieces, and subsequently exposed to phosphatase and tensin
homolog (PTEN) inhibitors and protein kinase B (Akt) activators prior to transplantation, full
oocyte maturation can be achieved [125] (Figure 4). Of note, PTEN is also an important tumor
suppressor, and therefore its inactivation in vivo might be risky. After IVA, the follicles have to be
stimulated to grow, and FSH stimulation is used in a similar manner as in ovulation induction or
hefore in vitro fertilization treatments. The ovarian tissue has been transplanted back to patients
after IVA and healthy infants have been bom (Figure 4). This IVA method is useful for those
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Figure 4. In Vilro Aclivalion of Dormant Follicles. Ovarian corlical lissue is laparoscopically biopsied from he wornan undergoing prirvary ovarian insuffliciency
{POI}. The lissue is cutinlo slices for aclivalion of Hippo signaling and initiation of follicular growth. Sliced lissue is then aclivaled using a PTEN inhibilor or AKT slimulator
in vitro for 24 hours. Thereafter, the tissue pieces can be transplanted back to the ovary of the donor woman. The activated follicles are stimulated using humran
recombinant follicle-stimulating hormmone (FSH) for 6-10 days, until 15-17-m sized antral follicles are seen by ultrasonography. The woman will be given human
recorrbinant luteinizing hormone to induce the final maturation of the cocytes. The cocytes are collected 36 hours later using transvaginal ultrasound-guided needle
aspiration. They are injected by intracytoplasmric spern injection (IGSI) with sperm from the partner. The embryos are cultured for 3-% days and the morphologically best
embryo will be transferred to the intravaginal progesterone-treated female partner's worrk. The rest of the embryos are cryo-stored for future transfers. IVA, In vitro
activation; IVF, in vitro fertilization.

patients who may have residual follicles left in their ovaries (see flow chart in Figure 5 for POI
diagnosis and treatment).

Uttimately, recent technological developments with induced pluripotent stem cells allow the
reconstitution of complete oogenesis [126]. Currently this has only been achieved in the mouse,
but advances with human cells now make it conceivable for modeling POl and would prove
invaluable for supporting genetic diagnosis. In specific cases (e.g., altered follicle recruitment or
growth), such models may prove useful for drug screening and selecting the most appropriate
treatment.
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Figure 5. Flow Chart for Primary Ovarian Insufficiency Diagnosis and Treatment. After the initial diagnosis of primary ovarian insufficiency (POI), family
investigation and evaluation of the follicular reserve by anti-Miillerian hormone {AMH) assay and antral follicular count (AFC) are performed. Specific causes are
eliminated. In the case of unexplained POI, karyotype and FMR1 study are performed. In all cases hormonal treatment has to ke started. In isolated POI, array
comparative genomic hybridization (aCGH) or next generation sequencing INGS) can highlight defects in genes involved in ovarian differentiation or in the establishment
of the follicular pool. This, together with the undetectable ovarian reserve, will lead to genetic counseling in the patient and relatives and therapeutic counseling for the
patient's infertility by a ultidisciplinary team. If there is a wish to conceive, egg donation will ke performed. In the case of a detectable ovarian reserve and/or a defect in
genes involved in follicular iraturation, genetic counselling will be performed in the patient and relatives and therapeutic counseling will lead to fertility preservation. In the
future, in vitro activation (IVA) of small follicles might be performed. In syndromric POI, NGS of specific genes will be perforimed according to the clinical phenotype of the
patient. Specific treatment of associated symptoms is needed. AFC antral follicle count; DSD, disorder of sexual differentiation; FSH, follicle-stimulating hormone; PA,
primary amenorrhea; PRL, prolactin; PTH, parathyroid hormone; SA, secondary amenorrhea: TSH, thyroid-stimulating horrmone; US, ultrasonography: VWM, vanishing
white matter.

Specific treatment of associated symptoms

Other technological developments, such as tissue engineering to generate ovarian implants,
are promising leads that may help restore fertility [127].

Concluding Remarks and Future Perspectives

Taken together, the vast technological advancements have provided valuable new information
on the molecular pathophysiclogy of POl and its new diagnosis and treatment opportunities.
Information derived from recent genetic studies has improved the accuracy of POI diagnosis
and may reveal new targets for the treatment of infertility or for contraception in the future.
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Because of its increased nonreproductive morbidity and mortality (e.g., autoimmunity and
tumors) POI should be followed by a multidisciplinary team. The very recent identification of a
link between POl and tumor susceptibility makes the genetic diagnosis of all isolated cases of
unexplained POl necessary. Also, POl as a genetic disorder becomes amenable to innovative
therapies, unlike most other genetic diseases. This obviously necessitates the presence of
remnant OR that has to be evaluated besides conventional methods by genetic studies
(Figure 5). Indeed, the key question is: what is the state of the follicular pool in the POl patient?
The mutated gene may provide important information on the OR, depending on its level of
action during either establishment and/or maintenance of the follicular pool, or follicular growth.
This belongs to the questions that will need to be answered in the future (see Outstanding
Questions).
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Qutstanding Questions
Does investigation of the genetic
causes of POl improve our under-
standing of the regulation of meiosis
in mammals? The vast majority of mei-
ofic genes are shared by rodents and
primates.

What is the interplay between DNA
repair in cancer and infertility? Several
genes involved in genomic stability are
also associated with infertility. Based
on the massive generation of hundreds
of DSBs that need repair in each mei-
ofic cell, this might not appear as a
surprise. We may even consider that
this extraordinary requirement of DNA
repair could explain why genetic var-
iants that only mildly impact genetic
stability in somatic cells are unraveled
in the case of infertility. In this case, a
broader consideration of cancer pre-
disposition in famiies with cases of
infertility is likely a wise option.

Can we demonstrate systematically
the genetic eticlogy of POI? It has been
proposed that POl might frequently be
a multigenic disease. Additionaly, the
functional demonstration of the patho-
genicity of variants can be tedious and
also depends on the genetic back-
ground. Therefore, induced pluripotent
cells could offer a fantastic possibility
to ascertain the genetic diagnosis.

Although mouse knockout studies in
particular have identified several path-
ways that play a crucial role in PF
recruitment, we still lack full under-
standing of the mechanisms that con-
trol gradual recruitment, as loss of
function of the majority of these factors
causes global activation of PFs.

How efficient is the in vitro activation of
dormant follicles on alarger scale? We
may reach the answer in the future,
‘when more centers apply and test this.
A question has been raised: how do
we distinguish such pregnancies from
the rare, but not i ible,
spontanecus pregnancies among the
‘women with resumptive POI?

Can genetics provide information on
the existence of a persistent follicular
pod that is small, or comprises only
PFs? Recent studies using near-infra-
red imaging of FSH receptors allowed
the monitoring of undetectable
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