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Patient/in: Musterfrau, Erika
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Molekulargenetischer Befund — Musterfrau, Erika (*DD.MM.YYYY)

Indikation: Familidre Haufung der chronischen granulomatdsen Erkrankung (CGD)

Auftrag: Molekulargenetische Untersuchung des NCF1-Gens

Ergebnis: Auffilliger Befund

Nachweis einer auffilligen Variante: Eine pathogene Variante in dem Gen NCF1.

Gen Variante Genomische Position Zygotie | Absolute Bewertung
(HGVS) (GRCh38) Allelfrequenz
NM_000265.7:c.75_76del NC_000007.14:g.?_7477764

NCF1 R i ) het. 0.03292 % pathogen
(NP_000256.4:p.Tyr26HisfsTer26) 4delins75168315_?inv

Informationen zur Interpretation der Tabellen konnen im Abschnitt Ergdnzende Informationen eingesehen werden.

Interpretation:

Bei der untersuchten Person wurde die familidre pathogene Variante im NCF1-Gen
NM_000265.7:c.75_76del; p.Tyr26HisfsTer26 heterozygot nachgewiesen. Somit ergibt sich ein
heterozygoter Tragerstatus. Die untersuchte Variante gilt als krankheitsursachlich fiir die autosomal-
rezessive Form der septischen Granulomatose, fiihrt in heterozygoter Form jedoch nicht zur

Auspragung der Erkrankung.

Einordnung fiir potentielle Nachkommen:

Fir Nachkommen besteht eine 50 %ige Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen eines heterozygoten
Tragerstatus. Sofern der Partner ebenfalls heterozygoter Trager einer pathogenen Variante im NCF1-
Gen ist, betrdgt das Risiko fir gemeinsame Nachkommen 25% fiir eine Erkrankung, 50% fir einen
heterozygoten Tradgerstatus und 25% fir das Nichtvorliegen der pathogenen Varianten. Wenn beim
Partner krankheitsverursachende NCF1-Varianten in beiden Genkopien vorliegen, betragt das Risiko
fir gemeinsame Nachkommen 50 % fir das Vorliegen der Erkrankung und 50 % fir einen
heterozygoten Tragerstatus.

Empfehlung:
Zur weiteren Einordnung des reproduktiven Risikos empfehlen wir bei Kinderwunsch eine
molekulargenetische Untersuchung des Partners hinsichtlich pathogener Varianten im NCF1-Gen.
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Varianten-Interpretation

NCF1, NM_000265.7:c.75_76del; NP_000256.4: p.Tyr26HisfsTer26, het.

ACMG Kriterium Punkte Erklarung

Null-Variante (Nonsense, Frameshift, kanonische +1- oder +2-Spleilstellen, Startcodon,
Deletion oder Duplikation eines einzelnen oder mehrerer Exons) in einem Gen, bei dem
PVS1 (Strong) +4 Loss-of-Function (LOF) ein bekannter Krankheitsmechanismus ist; sowie nicht-
kanonische SpleiBvarianten, bei denen RNA-Analysen eine abnorme Transkription
bestatigen.
Gut etablierte in vitro- oder in vivo-Funktionsstudien, die eine schadigende Wirkung
auf das Gen oder sein Genprodukt belegen.
Nicht in Kontrollpopulationen nachgewiesen (oder nur mit niedriger Haufigkeit, falls
PM2 (Supporting) +1 rezessiv) in groBen Populationsdatenbanken z.B. der Genome Aggregation Database
(gnomAD non-UKB).
Co-Segregation der Erkrankung bei mehreren betroffenen Familienmitgliedern bei

PS3 (Supporting) +1

PP1 (St 4 . . . . .
(Strong) * einem Gen, das eindeutig als Ursache der Erkrankung bekannt ist. (Literaturrecherche)
PS4 (Strong) +4 Die Haufigkeit der Variaﬁte be.i. betroffenen Personen ist im Vergleich zur Haufigkeit in
Kontrollpersonen deutlich erhoht.
ACMG/ ACGS o 0 Vus vus Vs Vus vus vus T

ice cold cold cool tapid warm hot

+14 <-7 -6--1 0 1 2 3 a 5 6-9 m

Klassifizierung:
pathogen

Informationen zur Interpretation der Tabellen sowie zu den in der nachfolgenden Beschreibung zitierten Referenzen kénnen im Abschnitt
»Erganzende Informationen” eingesehen werden.

Das NCF1-Gen weist zwei hoch homologe Pseudogene (NCF1B und NCF1C) auf, wodurch die
molekulargenetische Analyse dieser Genregion erschwert ist. Bei der vorliegenden Veranderung liegt
wahrscheinlich eine pseudogenabgeleitete Sequenziibertragung in das funktionelle NCF1-Gen vor.
Aufgrund der hohen Sequenzhomologie im untersuchten Bereich ist eine eindeutige und zweifelsfreie
Zuordnung zu einem der beiden Pseudogene erschwert; die vorliegende Variantenkonstellation im
Intronbereich sind jedoch am ehesten mit einer Beteiligung von NCF1C vereinbar, wobei in diesem Fall
von einer Ubertragung in invertierter Orientierung auszugehen wire. Der 3'-Bruchpunkt konnte erfasst
werden, wahrend der 5'-Bruchpunkt methodisch nicht sicher abgrenzbar war.

Funktionell resultiert aus der genomischen Veranderung ein Verlust kodierender Sequenz in Exon 2
des NCF1-Gens mit Nachweis der Variante c.75_76del, die zu einer Leserasterverschiebung und einem
vorzeitigen Stopcodon fiihrt (p.Tyr26HisfsTer26). Daraus ist ein Loss of Function des betroffenen Allels
abzuleiten.

Flr NCF1 ist ein autosomal rezessiv vererbter Loss-of-Function-Mechanismus als krankheitsursachlich
nachgewiesen.! Die hier nachgewiesene Verdnderung gehért zu den hiufigsten molekularen Ursachen
der autosomal-rezessiven chronischen Granulomatose und wurde mehrfach bei Patienten
nachgewiesen.>3*>6789 Dje funktionelle Relevanz der Variante ist durch Rekonstitutions- und
Korrekturexperimente gut belegt. Die Expression von Wildtyp-NCF1 in p47phox-defizienten Zellen
fihrte zur Wiederherstellung der Superoxidbildung und des p47phox-Nachweises.!® In neueren
Genkorrekturmodellen konnte darliber hinaus gezeigt werden, dass die gezielte Korrektur der
c.75_76del-Veranderung die p47phox-Expression, die NADPH-Oxidase-Aktivitdt sowie phagozytare
Effektorfunktionen einschlieBlich der bakteriellen Elimination wiederherstellt.*?

Insgesamt stiitzen diese Daten die Bewertung der vorliegenden Veranderung als pathogen.
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Dieser genetische Befund stellt eine diagnostische Hilfestellung dar und ist nicht als alleinige Grundlage fiir eine gesicherte
Diagnose geeignet. Die Interpretation der Ergebnisse sollte stets im klinischen Kontext erfolgen und mit den klinischen
Symptomen, der Anamnese sowie gegebenenfalls weiteren diagnostischen Kriterien und Untersuchungen kombiniert
werden, um eine belastbare diagnostische Bewertung zu ermaoglichen.

GemaR § 10 des Gendiagnostikgesetzes (GenDG) soll jede diagnostische genetische Untersuchung mit dem Angebot einer
genetischen Beratung einhergehen. Bei gesicherter Diagnose einer genetischen Erkrankung ist eine genetische Beratung
anzubieten.

Befund erstellt von: Gepriift durch:

Dr. rer. nat. Wissenschaftler 1 Dr. rer. nat. Wissenschaftler 2

Medizinisch verantwortlich und validiert durch:  Geprift durch:

Prof. Dr. med. David Messerer, MME, MHBA Dr. med. Peter Schauwecker

Mit freundlichen GriifR3en,

Dr. med. Peter Schauwecker

Ergdanzende Informationen

Untersuchte Regionen
Fur den/die oben genannten/genannte Patienten/Patientin wurden Varianten in den angeforderten Exons (+ 10
Basenpaare) der im Auftrag angeforderten Gene (siehe Befundseite 1) untersucht.

Limitation der Untersuchung
Heterozygote Kopienzahlvarianten (CNVs) einzelner Exons oder ganzer Gene kdnnen mit dieser Methode meist nicht
erfasst werden. Geringgradige Mosaike kénnen unentdeckt bleiben. Die Ergebnisse der genetischen Untersuchung
basieren auf dem derzeit verfligbaren Stand der wissenschaftlichen Erkenntnisse. Zukiinftige Forschung kann zu einer
verdnderten Interpretation der bereits erhobenen genetischen Befunde fiihren.

Information Tabellen

Variante:
Die Benennung der identifizierten Varianten erfolgt gemaR den Empfehlungen der Human Genome Variation Society
(HGVS) ohne Beriicksichtigung der allelischen Zuordnung einzelner Varianten.

Chromosomale Position:
Die Angabe der chromosomalen Positionen basiert auf dem humanen Referenzgenom GRCh38.

Zygotie:
het. — heterozygot | hom. — homozygot | hemi. — hemizygot | XL — X-chromosomal

Absolute Allelfrequenz:
Die absolute Allelfrequenz entspricht dem Anteil des Alternativallels in der Gesamtpopulation des gnomAD-Datensatzes
Version 4.1.0 (non-UKB). Sollte eine Variante in gnomAD nicht erfasst sein, wird die absolute Allelfrequenz mit n.r. (not
reported) angegeben.

ACMG Klassifizierung/Bewertung:
B - benigne (benign), LB —wahrscheinlich benigne (likely benign), VUS — Variante unklarer Signifikanz (variant of uncertain
significance), LP — wahrscheinlich pathogen (likely pathogenic), P — pathogen (pathogenic)
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Sequenzierung
Isolierte DNA des Patientenmaterials wurde mittels der HotStarTag DNA Polymerase (Qiagen) amplifiziert. Die
anschlieBende Sequenzierung erfolgte auf einem Thermo Fisher Scientific 3730xI DNA Analyzer System unter der
Verwendung der BigDye™ Terminator Version 3.1 Technologie der Firma Thermo Fisher Scientific.

Genetische Auswertung
Die Einordnung der detektierten Varianten erfolgt gemaR den aktuellen Empfehlungen des American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) und der Association for Molecular Pathology (AMP) (Richards et al. 2015; PMID: 25741868).
Zur Unterstitzung der ACMG-basierten Klassifikation werden etablierte Datenbanken und In-silico-Pradiktoren
herangezogen (u. a. gnomAD, ClinVar, DECIPHER, SpliceAl, UCSC Genome Browser). Die abschlieRende Bewertung und
Interpretation der Varianten erfolgt durch qualifiziertes Fachpersonal.
In die Bewertung einbezogen werden alle Sequenzvarianten (SNVs und Insertionen/Deletionen) mit einer
Populationsfrequenz < 5 %, sofern sie innerhalb der kodierenden Regionen der angeforderten Gene oder in angrenzenden,
intronischen Bereichen (+ 10 Basenpaare) lokalisiert sind. Die Frequenzbewertung erfolgt anhand 6ffentlich zuganglicher
Referenzdatenbanken (z. B. gnomAD) sowie einer internen Vergleichsdatenbank. Grundlage der Interpretation sind die
zum Zeitpunkt der Analyse vorliegenden klinischen Angaben.
Im Befund berichtet werden Varianten, die als pathogen, wahrscheinlich pathogen oder als Variante unklarer Signifikanz
(VUS) klassifiziert wurden. Die Nomenklatur erfolgt gemaR den Empfehlungen der Human Genome Variation Society
(HGVS). Eine allelische Zuordnung (,,Phasing”) einzelner Varianten erfolgt in der Regel nicht, da diese meist nicht eindeutig
bestimmbar ist.
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Appendix

Unser Labor ist nach DIN EN I1SO 15189 durch die DAKkS akkreditiert (ML-D-19105-01). Im Falle der Nutzung der Befunde im Rahmen von
Veroffentlichungen wirden wir uns Gber ein gemeinsames Vorgehen freuen.

Dieser Befund wurde von unserer Seite dem Patienten nicht mitgeteilt. Laut Gendiagnostikgesetz sollen die Ergebnisse von genetischen
Untersuchungen im Rahmen einer genetischen Beratung erlautert werden.

Die Kosten der Untersuchung entnehmen Sie bitte dem Bericht zum Quartalsende.
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