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Oz

“Gonadotropin Salgilatict Hormon 17 geni (Gonadotropin-releasing hormone 1, GNRH1), gonadotropin salgilatict hormon ailesinin tiyesi
olan bir preprohormonu kodlamaktadir ve Idiyopatik Hipogonadotropik Hipogonadizm’e (IHH) yol agan genler arasindadir. Bugiine kadar
hastalikla iliskili olarak GNRH’de oldukga sinirli sayida mutasyon bildirilmesine ragmen, homozigot ¢.99delA delesyonu farkli etnik ko-
kenlere sahip IHH’li ailelerde tekrarlayan sekilde raporlanmistir. Bu ¢alismada, GNRH1 ¢.99del A mutasyonu tasiyan [HH tanili {i¢ bagim-
siz aileden toplam dort hastada ayrintili genetik ve klinik inceleme yapilmasi amaglanmistir. Bu ailelerdeki her ii¢ indeks olgu da IHH nin
klinik olarak en agir yansimasi sayilan inmemis testis/mikropenis ile bagvurmustur. GNRHI mutasyonunun komsulugundaki homozigot
segmentlerin her ti¢ ailede de farkli olmasi mutasyonun ortak bir atadan kalitilmig (founder mutation) olmak yerine, mutasyona egilimli
bir bolge (mutational hotspot) nedeniyle olusmus oldugunu diisiindiirmektedir. GNRH I homozigot mutasyonlari IHH i¢in halen nadir go-
riilen nedenlerden biri olmasina ragmen hastalarda nedensel GNRH taramasi yapilirken ¢.99del A mutasyonu 6ncelikli bakilmasi gereken
noktalarin basinda gelmektedir.

Anahtar Kelimeler: GNRH, idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizm, delesyon, gergceve kaymasi mutasyonu

Abstract

“Gonadotropin-releasing hormone 1” gene (GNRHI) encodes a preprohormone that is a member of the gonadotropin-releasing hormone
family and is among the causal genes for the idiopathic hypogonadotropic hypogonadism (IHH) disease model. To date, although a very
limited number of mutations have been reported in the GNRH associated with the disease, the homozygous ¢.99delA has been repeatedly
reported in IHH families with different ethnic backgrounds. In this study, we aimed a detailed genetic and clinical investigation of four
IHH patients from three independent families with GNRHI ¢.99delA mutations. All three probands in these families presented with unde-
scended testicles and/or micropenis, which is considered clinically the most severe manifestation of IHH. The fact that the homozygous re-
gions flanking to the GNRHI mutation are different in each of the three families suggest that the mutation is caused by a mutational hotspot
rather than a founder mutation. Although GNRH1 homozygous mutations are still one of the rare causes of IHH, c.99del A mutation is a pri-
mary point to be noted when performing a causative GNRH1 screening.
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1. GiRiS

Gonadotropin salgilatict hormon (Gonadotropin-relea-
sing hormone, GnRH), hipotalamo-hipofizer-gonadal ek-
seni harekete gecirerek sekonder cinsiyet 6zelliklerinin ve
iireme yeteneginin gelismesini, dolayisiyla piibertenin basg-
lamasini saglamaktadir. Idiyopatik Hipogonadotropik Hipo-
gonadizm (IHH), anormal gonadotropin salgilanmasindan
kaynaklanan tam veya kismi pubertal gelisim bozukluguyla
karakterize bir hastaliktir [1]. GNRH (Gonadotropin-relea-
sing hormone 1), GnRH ailesinin iiyesi olan bir preprohor-
monu kodlamaktadir [2]. iki farkli grubun 2009 yilinda art
arda GNRH’deki homozigot ¢ergeve kaymasi mutasyon-
larin1 ITHH’1i olgularda raporlamasi sonucu, hastaliktan so-
rumlu genler listesine dahil olmustur [3,4]. Ergenlik siire-
cindeki roliiniin kesfinden bugiine kadar gecen siirede bu
gende oldukc¢a smirlt sayida mutasyon bildirilmistir [5-7].
Ancak calismalar GNRHI ve reseptorii olan GNRHR’ nin
IHH etiyolojisindeki en énemli aday genler oldugunu des-
teklemektedir [1,8]. IHH’li bir olguda GNRH’deki homo-
zigot ¢.99delA mutasyonu ilk olarak 2009 yilinda Chan ve
ark. tarafindan bildirilmistir [4]. Ayni pozisyondaki deles-
yon 2016 yilinda merkezimizden Mengen ve ark. tarafindan
raporlanmustir [7].

Bu ¢alismada, GNRH1 genindeki nadir patojenik bulgu-
lara ragmen, IHH hastalarinda tekrarlayan sekilde bildirilen
c.99delA delesyonunun ayrintili sekilde klinik ve genetik in-
celemesi ve ilgili mutasyon sikliginin nedenlerinin aragtiril-
mas1 amaglanmustir.

IL. YONTEM

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Endokrino-
lojisi Polikliniginde genetik ¢alismasi yapilan, IHH tanili ve
etiyolojisinde GNRHI (HGNC: 4419, NM_001083111.2) c.
99delA mutasyonu saptanan hastalar degerlendirmeye alin-
mistir. ¢.99delA delesyonuna sahip olan hastalarda kalitim
paterninin belirlenebilmesi i¢in aile i¢i segregasyon calis-
mas1 Sanger sekanslamasi ile yapilmistir. Degisimin in si-
lico kontrolii i¢in VarSome veritabant kullanilmigtir [9].
Hasta bireylerin tiim eksom sekans verileri incelenerek mu-
tasyonun bulundugu homozigot bdlgenin sinirlart belirlen-
mistir. Bu hastalarda bilinen diger IHH genlerinde neden-
sel bir mutasyon tespit edilmemistir. Bu ¢alisma Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylan-
mis (no: 81/2) ve ¢aligma hastalarindan ve/veya velilerinden
yazilt onam alinmustir.

Aile 1: Ug yasinda sag orsiopeksi operasyonu gegiren in-
deks olgu (II-4) 21 yasindayken ergenlik bulgularinin basla-
mamasi yakinmastyla Pediatrik endokrinoloji poliklinigine
basvurdu. Arap kokenli olan anne ve babasinin aralarinda
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akraba olmadigi o6grenildi. Kemik yasi, takvim yasi ile
uyumlu olan hastanin {i¢ y1l 6nce HH tanisi ile insan koriyo-
nik gonadotropini, follitropin alfa tedavisi aldig1 égrenildi.
Testis hacmi bilateral 3cc olan hastanin tedavi sonrasi Lute-
inlestirici Hormon (LH): 0,28 mIU/ml (0,4-7,0), Folikil Sti-
miilan Hormon (FSH): 0,46 mIU/ml (2,60-11,00), Total Tes-
tosteron: 0,36 mg/mL (3,50-9,70) olarak saptandi. Olgunun
12 yas 3 aylik erkek kardesi (II-6) penis kiigiikliigl sikayeti
ile bagvurdu. Kemik yasi 11 yas 6 ay ile uyumlu iken puber-
tal muayenesinde aksiller ve pubik killanma evre 1, testis
hacimleri; sol 2-3 cc, sag 1-2 cc olarak not edildi. Hormonal
degerlendirmesinde LH: 0,34 mIU/ml, FSH: 0,32 mIU/ml,
Total Testosteron: 0,13 ng/mL olmasi {izerine takibe alinan
hastanin koku muayenesi normal, 13 yas 6 aylikken yapi-
lan son degerlendirmesinde testisleri bilateral 2 cc ve kemik
yas1 takvim yast ile uyumluydu. Olgunun bazal LH: 0,60
mlIU/ml (0,20-4,90), FSH: 0,36 mIU/ml (1,80-3,20), Total
Testosteron: 0,26 mg/mL (0,18-1,50), LHRH uyari testinde
pik LH: 0,95 mIU/ml (>5) saptandi ve IHH tanis1 aldi. Her
iki olgunun hipofiz MR goriintiilemesi normaldi.

Aile 2: Pediatrik endokrinoloji poliklinigine ilk kez 17
yas 6 aylikken testislerinin kii¢iik olmas1 yakinmasiyla bag-
vuran indeks olgunun (II-1) 6zge¢misinde sag orsiopeksi
operasyonu oldugu 6grenildi. Ozgegmisinde Tiirk kokenli
anne ve babasinin kuzen oldugu bildirilmisti. Pubertal de-
gerlendirmesinde aksiller ve pubik killanma evre 1, tes-
tis hacimleri ise prepubertaldi. Koku muayenesi normal
ve kemik yasi takvim yasi ile uyumlu olan hastanin bazal
hormonal degerleri ve LHRH uyari testi sonuglart IHH ile
uyumluydu. Ug aylik testosteron tedavisi sonrasi son mua-
yenesinde testisleri bilateral 2 cc ve LH: <0,03 mIU/ml (0,4-
7,0), FSH: 0,1 mIU/ml (2,60-11,00), Total Testosteron: 0,72
ng/mL (3,50-9,70) olarak not edildi. Yapilan LHRH uyar1
testinde pik LH yanit1 1 mIU/ml (>5) olan hastanin diger hi-
pofiz hormonlari normal sinirlardaydi. Olgunun hipofiz MR
goriintiilemesi normaldi.

Aile 3: Onbes yas 9 aylik indeks olgu (II-1) ilk kez bir
yasinda penis kiiciikliigli ve bilateral inmemis testis yakin-
masi ile gocuk endokrinolojisi poliklinigine bagvuran hasta
iki yasinda orsiopeksi operasyonu gegirmistir. Ebeveynleri-
nin Tiirk kdkenli ve kuzen olup zamaninda ergenlik yasa-
diklar1 6grenildi. Son muayenesinde testis hacimleri bilate-
ral 1 ml olan hastanin gerilmis penis boyu 3.6 cm, kemik
yast ise 11 yas ile uyumluydu. Hormonal degerlendirmesi
LH: 0.1 mIU/ml (0.2-5,0), FSH: 0.2 mIU/ml (2,0-9,2) ve To-
tal Testosteron 0,10 ng/mL (2,00-6,20) ile prepubertal olan
hastanin koku muayenesi normaldi. Hasta IHH tanisiyla iz-
lenmektedir.
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ITII. BULGULAR

Toplam, ii¢ aileden dort hasta birey GNRHI ¢.99delA
homozigot mutasyonun (c.del99A/c.del99A) incelemesi
icin c¢alismaya alimmistir. Bu degisime gore, genin ilk

eksonundaki kodlayan dizide 99. niikleotid pozisyonunda
bulunan adeninin (A) kaybt sonucu (c.99delA) baz dizili-
minde kayma meydana gelmis ve 34. aminoasit olan gli-
sin (Gly), glutamik aside (Glu) degismistir (p.Gly34Glufs)
(Tablo 1a, 1b).

Tablo 1.a. GNRH1 33-42. aminoasit dizilimi, normal (wild-type) dizi. *koyu renk ile gdsterilen baz, delesyon sonucu kayba ugramistir

Aminoasit no 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
Triplet GGA GGA AAG AGA GAT GCC GAA AAT TTG ATT
Aminoasit Gly Gly Arg Arg Asp Ala Glu Asn Leu Ile

Tablo 1.b. GNRH1 33-42. aminoasit dizilimi, mutant dizi

Aminoasit no 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
Triplet GGG GAA AGA GAG ATG CCG AAA ATT TGA -
Aminoasit Gly Glu Arg Glu Met Pro Lys Ile Ter -

Sanger sekansi ve aile i¢i segregasyon caligmalari ile bi-
rinci ailede ebeveynlerin delesyon igin heterozigot oldugu
(c.99delA/WT), genetik calismasi yapilabilen saglikli kar-
deslerin ise her iki alelinde de mutasyon tasimadig1 (wild-
type, WT) (WT/WT) tespit edilmistir. Ikinci ailede kan 6r-
negine ulasilabilen ebeveynin heterozigot oldugu, ii¢iincii

ailede ise ebeveynler ve saglikli kardesin mutasyonu hete-
rozigot (c.del99A/WT) tasidigr belirlenmistir (Sekil 1, 2).
Hastalarin eksom verilerinde delesyonun bulundugu alan in-
celenmesinde, aile 1 (II-4) 21.5-35.4 Mb, aile 2 (II-1) 22.9-
41.8 Mb ve aile 3 (1I-1) 12.4-52.7 Mb araliginda homozigot
bdlgeye sahip olduklarini belirlenmistir.

T CC TA TG G TG C G CCC
T T A T A T

T ¢cc T ATG 6T G G CcC Cc Cc T
T CCTATG 6 AT 6 G CC CTCTT

NAAAA

T G

T G £ G C C C

L~p [} ]

T C C T A
T CC T HT GG

o

G CGCCC 1

v Wy

Sekil 1. GNRHI c.del99A delesyonu sanger sekans dizilemesi. Ust sira homozigot normal dizi (WT/WT), orta sira heterozigot mutant
dizi (c.del99A/WT), alt sira homozigot mutant dizi (c.del99A/c.del99A) gosterilmektedir
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Aile no: 1

c.del99A/WT |c.del99A/WT
1 2 3 4 5 6
1
WT/WT WT/WT c.del99A/c.del99A WT/WT  c.del99A/c.del99A
Aile no: 2 Aile no: 3
1 2 1 2
I I
c.del99A/WT c.del99A/WT |c.del99A/WT
1 1 2
c.del99A/c.del99A c.del99A/c.del99A  c.del99A/WT

_Sekil 2. c.del99A mutasyon segregasyonunun aile agaci lizerinde gosterimi. Yuvarlak sekiller kadin, kareler erkegi temsil etmektedir.
I¢i tamamen taranmis sekiller delesyonu homozigot tagiyan bireyleri, yarim taranmis sekiller heterozigot tasiyan bireyleri, ok ise indeks
olguyu gostermektedir. Cift ¢izgi ebeveynler arasinda akrabalik oldugunu belirtmektedir

IV. TARTISMA

Bu calismada GNRHI geninde yineleyen bir sekilde
gozlenen ve IHH klinigine yol agan ¢.99delA cerceve kay-
mas1 mutasyonu klinik ve molekiiler genetik 6zellikleri ag1-
sindan incelenmistir. Cergeve kaymasi (frameshift, fs) mu-
tasyonlar, mRNA okunmasinin standart kurallar dahilinde
lokal degisiklikler ile yeniden dizilenmesidir. Bu gibi okuma
gergevesini degistirebilen olaylar, olduk¢a nadir goriilme-
sine karsin protein iiretimini ciddi diizeyde etkileyebilecek
giictedir [10]. Bir aminoasidi temsil eden kodonun ikinci
niikleotidinde baslayan protein translasyonlar1 “+1 ¢ergeve
kaymasi1”, ligiincii niikleotidinde baglayanlar ise “-1 ¢erceve
kaymas1” olarak tanimlanmaktadir [11]. Primatlarin mito-
kondriyal genomlarinda yapilan taksonomik calismalarda,
+1 ¢erceve kaymasi mutasyonlarinin — 1’e oranla daha fazla
stop kodonu kombinasyonuna sahip oldugu bildirilmistir
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[11,12]. Bu durumdan ortaya ¢ikan, +1 ¢ergeve kaymalari
yoluyla dogal seleksiyonun optimize edildigi 6nermesi, +1
mutasyonlarimin — 1’e gore daha patojenik sonuglar1 oldu-
gunu diisiindiirmektedir [12]. ITHH klinigindeki hastalari-
mizda tespit edilen ¢.99delA mutasyonu +1 siniflandirma-
sina girmektedir. Delesyonun sebep oldugu kayma sonucu
yeniden diizenlenen okuma gercevesinde, mutant bolgeden
sekiz aminoasit sonra stop kodonunun (Termination, Ter)
erken kodlanmasiyla dizi sonlanmistir (p.Gly34GlufsTerS)
(Tablo 1a,b). Cergeve kaymasi mutasyonlari sonrasi olusan
yeni diziden sentezlenen peptidler ¢cogunlukla sitotoksik et-
kidedir [11,13]. Bu gibi prematiir stop kodonu tasiyan mR-
NA’lar, zarar verici nitelikteki normal dis1 protein liretimi-
nin engellenebilmesi i¢in nonsense-mediated decay (NMD)
adli mekanizma ile elimine edilmektedir [14]. ¢.99delA mu-
tasyonunun VarSome veritabani incelenmesi, ACMG/AMP
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2015 (The American College of Medical Genetics and Ge-
nomics and the Association for Molecular Pathology) kri-
terlerince hastalik yapici diizeyde PVS1 (pathogenic, very
strong), PM2 (pathogenic, moderate), PP5 (pathogenic, sup-
porting) ile skorlanmis ve delesyonun patojenik oldugu so-
nucuyla degerlendirilmistir [15]. In silico programlarca ¢ok
yiiksek ihtimalle NMD mekanizmasini aktive etmesi tahmin
edilen ¢.99delA delesyonunu tasiyan hastalarimizda mutas-
yonunun bir sonucu olarak ilgili genden protein {iretiminin
olmamas1 ve GnRH aktivitesinin total kaybi beklenmektedir.
Bu 6ngoriiyle uyumlu olarak literatiirdeki her iki c.del99A
homozigot mutasyonlu hastada da komplet IHH mevcuttur
[4,7]. Benzer sekilde daha sonra tani koyulan hastalarimiz
da (Aile 1, 1I-4; Aile 2, 1I-1) IHH nin en agir klinik belirtisi
sayllan inmemis testis/mikropenis ile bagvurmustur. inme-
mis testis/mikropenis varligi bu bireylerde hipotalamo-hipo-
fizer-gonadal eksenin embriyonik ve fetal gelisimi sirasinda
GNRHI’in kodladigi GnRH nin iiretiminin agir bir sekilde
azalmis oldugunu telkin etmektedir.

Geemis calismalarda homozigot ¢.99delA mutasyonu
Chan ve ark. tarafindan beyaz Avrupa kokenli bir ailede,
Mengen ve ark. tarafindan ise Tiirk kdkenli bir ailede (Aile
3, II-1) bildirilmistir [4,7]. Bu ¢alismadaki olgular dahil ya-
yinlanmis biitiin ¢.del99A delesyonlu hastalar dikkate alin-
diginda tiim olgularin Avrupa’dan bildirildigi gézlenmekte-
dir. Bu durum, ¢.99delA delesyonunun atasal olarak ilk kez
Avrupa’dan koken almis olabilecegi ve atalarin birinden do-
gup Avrupa’da yasayan nesiller boyunca yayilan eski bir ku-
rucu mutasyonu (founder mutation) temsil etmesinin ola-
siligini diistindiirmistiir [16]. Bu goriisiin netlesmesi i¢in
haplotip analizi ve baginti analizi yontemleri uygulanabil-
mektedir. Etkilenmis bireyler arasinda paylasilan homozigot
bolgelerin belirlenmesi esasina dayanan homozigosite hari-
talamasi, otozomal resesif gecisli Mendel hastaliklarina ne-
den olan genlerin tanimlanmasinda kullanilan basarili bir
yontemdir ve ebeveynlerden kalitilan resesif hastaliga sa-
hip bireylerde polimorfik belirteglerin genomda taranmasi
ile yapilmaktadir [17]. Tiim eksom sekanslamasi teknigini
de kapsayan yeni nesil sekanslama verileri kullanilarak ho-
mozigotluk haritasi olusturulup, nedensel olabilecek degi-
siklikleri iceren bolgeler belirlenebilmektedir [18]. ilgili ko-
numlanma, haritalamas1 yapilan ii¢ hasta birey i¢in de ortak
homozigot bolge kapsaminda bulunmaktadir. Ancak her lig¢
hastanin da homozigot alan biiyiikliikleri, baslangi¢ ve bi-
tim noktalar1 birbirinden farklidir. Bu durumda c.99A de-
lesyonunun ortak bir atadan kaynaklanmasi yerine ayni po-
zisyonda tekrarlayan bir mutasyon olabilecegini gii¢lii bir
sekilde disiindiirmektedir. Bu gibi belirli noktalara kon-
santre olmus mutasyonlar, niikleotid sekanslari boyunca
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mutasyona yatkin bolge (hotspot) olarak adlandirilan alan-
larin varligini isaret edebilmektedirler [19].

V. SONUC

GNRHI homozigot mutasyonlart IHH igin halen nadir
goriilen nedenlerden biridir. Gendeki ¢.99delA delesyonu-
nun IHH’ye sebep oldugu, caligmamiz ile birlikte toplamda
iic farkli etnisitede degisik homozigot haplotip boyutla-
riyla gosterilmistir. Dolayistyla IHH hastalarinda nedensel
GNRH] taramasi yapilirken ¢.99delA mutasyonu bir ho-
tspot olarak oncelikli bakilmasi gereken noktalarin basinda
gelmektedir. IHH’de ayn1 mutasyonlarin farkli klinik 6zel-
liklere neden olabilecegi gesitli kereler bildirilmisken, c.
del99A mutasyonuna sahip hastalarin hemen hemen ayni
derecede agir bir klinige sahip olduklar: bu ¢aliymada goz-
lenmistir. Bununla birlikte belirli bir populasyondaki kurucu
mutasyonlarin ve/veya hotspotlarin tanimlanmasi, molekii-
ler tantya ve ilerleyen donemlerde genetik danismanliga kat-
kida bulunacaktir.

Tesekkiir

Bu ¢alisma Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri No: 11364 ve 4579 ile desteklenmistir.

KAYNAKLAR

[1] Topaloglu, A.K. (2010). Update on the Genetics of Idiopathic
Hypogonadotropic Hypogonadism, J Clin Res Pediatr En-
docrinol, 9, 113-122.

Chan, Y.M. (2011). A needle in a haystack: mutations in
GNRHI1 as a rare cause of isolated GnRH deficiency, Mol
Cell Endocrinol, 346, 51-56.

Bouligand, J., Ghervan, C., Tello, J.A., Brailly-Tabard, S.,
Salenave, S., Chanson, P., Lombes, M., Millar, R.P., Guio-
chon-Mantel, A., Young, J. (209). Isolated familial hypogo-
nadotropic hypogonadism and a GNRH1 mutation, N Engl J
Med, 360, 2742-2748.

Chan, Y.M., de Guillebon, A., Lang-Muritano, M., Plum-
mer, L., Cerrato, F., Tsiaras, S., Gaspert, A., Lavoie, H.B.,
Wu, C.H., Crowley, Jr. W.F., Amory, J.K., Pitteloud, N., Se-
minara, S.B. (2009). GNRH1 mutations in patients with idio-
pathic hypogonadotropic hypogonadism, Proc Natl Acad Sci
US A, 106, 11703-11708.

Maione, L., Albarel, F., Bouchard, P., Gallant, M., Flana-
gan, C.A., Bobe, R., Cohen-Tannoudji, J., Pivonello, R., Co-
lao, A., Brue, T., Millar, R.P., Lombes, M., Young, J., Gu-
iochon-Mantel, A., Bouligand, J. (2013). R31C GNRHI1
mutation and congenital hypogonadotropic hypogonadism,
PLo0S One, 8, ¢69616.

2]

31

[4]

[5]



Int. J. Adv. Eng. Pure Sci. 2020, |: 73-78

GNRHI c.99delA

[6]

(7]

8]

9

[10]

(1]

[12]

[13]

Bouligand, J., Ghervan, C., Trabado, S., Brailly-Tabard, S.,
Guiochon-Mantel, A., Young, J. (2010). Genetics defects in
GNRHI1: a paradigm of hypothalamic congenital gonadotro-
pin deficiency, Brain Res, 1364, 3-9.

Mengen, E., Tunc, S., Kotan, L.D., Nalbantoglu, O., Demir,
K., Gurbuz, F., Turan, I., Seker, G., Yuksel, B., Topaloglu,
A.K. (2016). Complete Idiopathic Hypogonadotropic Hypo-
gonadism due to Homozygous GNRH1 Mutations in the Mu-
tational Hot Spots in the Region Encoding the Decapeptide,
Horm Res Paediatr, 85, 107-111.

Beranova, M., Oliveira, L.M., Bedecarrats, G.Y., Schipani,
E., Vallejo, M., Ammini, A.C., Quintos, J.B., Hall, J.E., Mar-
tin, K.A., Hayes, J.F., Pitteloud, N., Kaiser, U.B., Crowley,
Jr.W.F., Seminara, S.B. (2001). Prevalence, phenotypic spect-
rum, and modes of inheritance of gonadotropin-releasing hor-
mone receptor mutations in idiopathic hypogonadotropic hy-
pogonadism, J Clin Endocrinol Metab, 86, 1580-1588.
Kopanos, C., Tsiolkas, V., Kouris, A., Chapple, C.E., Albarca
Aguilera, M., Meyer, R., Massouras, A. (2018). VarSome:
The Human Genomic Variant Search Engine, Bioinformatics,
DOI 10.1093/bioinformatics/bty897.

Gupta, A., Singh, T.R. SHIFT: server for hidden stops analy-
sis in frame-shifted translation, BMC research notes, 6, 68.
Seligmann, H., Pollock, D.D. (2004). The ambush hypothe-
sis: hidden stop codons prevent off-frame gene reading, DNA
Cell Biol, 23, 701-705.

Singh, T.R. (2013). Mitochondrial Genomes and Frameshift
Mutations: Hidden Stop Codons, their Functional Consequ-
ences and Disease Associations, Journal of Clinical & Medi-
cal Genomics, 1.

Singh, T.R., Pardasani, K.R. (2009). Ambush hypothesis revi-
sited: Evidences for phylogenetic trends, Comput Biol Chem,
33,239-244.

78

[14]

[15]

[16]

[17]

(18]

[19]

Holbrook, J.A., Neu-Yilik, G., Hentze, M.W., Kulozik, A.E.
(2004). Nonsense-mediated decay approaches the clinic, Nat
Genet, 36, 801-808.

Richards, S., Aziz, N., Bale, S., Bick, D., Das, S., Gas-
tier-Foster, J., Grody, W.W., Hegde, M., Lyon, E. Spector, E.,
Voelkerding, K., Rehm, H.L., A.L.Q.A. Committee, (2015).
Standards and guidelines for the interpretation of sequence
variants: a joint consensus recommendation of the American
College of Medical Genetics and Genomics and the Associ-
ation for Molecular Pathology, Genetics in medicine : offi-
cial journal of the American College of Medical Genetics,
17,405-424.

Charoute, H., Bakhchane, A., Benrahma, H., Romdhane, L.,
Gabi, K., Rouba, H., Fakiri, M., Abdelhak, S., Lenaers, G.,
Barakat, A. (2015). Mediterranean Founder Mutation Data-
base (MFMD): Taking Advantage from Founder Mutations in
Genetics Diagnosis, Genetic Diversity and Migration History
of the Mediterranean Population, Hum Mutat, 36, E2441-
2453.

Botstein, D., Risch, N. (2003). Discovering genotypes under-
lying human phenotypes: past successes for mendelian dise-
ase, future approaches for complex disease, Nat Genet, 33
Suppl, 228-237.

Wakeling, M.N., Laver, T.W., Wright, C.F., De Franco, E.,
Stals, K.L., Patch, A.M., Hattersley, A.T., Flanagan, S.E.,
Ellard, S., D.D.D. Study. (2019). Correction: Homozygo-
sity mapping provides supporting evidence of pathogenicity
in recessive Mendelian disease, Genetics in medicine : offi-
cial journal of the American College of Medical Genetics,
21, 766.

Rogozin, I.B., Pavlov, Y.I. (2003). Theoretical analysis of
mutation hotspots and their DNA sequence context specifi-
city, Mutat Res, 544, 65-85.



