
Оригинальные исследования

28

Соматический мозаицизм  
при нейрофиброматозе первого типа

Карандашева К.О.1, Пащенко М.С.1, Дёмина Н.А.1, Акимова И.А.1, Макиенко О.Н.1, Петухова М.С.1, Бессонова Л.А.1, 
Анисимова И.В.1, Танас А.С.1,3, Залетаев Д.В.1,2, Стрельников В.В.1,3, Кузнецова Е.Б.1,2

1 — ФГБНУ «Медико-генетический научный центр» 
115522, г. Москва, ул. Москворечье д.,1

2 — ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова  
        Министерства здравоохранения Российской Федерации (Сеченовский Университет), 

119991, г. Москва, ул. Трубецкая, д. 8, стр. 2
3 — ГБОУ ВО « Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова»  
        Министерства здравоохранения Российской Федерации 

117997, г. Москва, ул. Островитянова, д. 1 

Актуальность. Нейрофиброматоз первого типа является одним из наиболее распространенных моногенных заболеваний. 
Этиологическим фактором его развития является патогенная мутация в гене NF1. Однако у части пациентов не удается достичь 
молекулярно-генетического подтверждения клинического диагноза. Мы полагаем, что в некоторых случаях это может быть 
обусловлено соматическим мозаицизмом с малой долей клеток, несущих патогенный аллель, в анализируемом образце био-
логического материала. Аллели с низкой представленностью отсеиваются общепринятыми фильтрами программного обе-
спечения при поиске генетических вариантов методом высокопроизводительного параллельного секвенирования (ВПС) и/
или не детектируются визуально за счет слияния с фоновым шумом при анализе результатов секвенирования по Сэнгеру.
Цель. Поиск патогенных мозаичных генетических вариантов у пациентов с нейрофиброматозом первого типа без выявлен-
ных стандартными методами герминальных мутаций в гене NF1.
Материалы и методы. Исследование проведено на материале ДНК лимфоцитов периферической крови 275 пациентов, 
объединенных клиническим диагнозом нейрофиброматоз первого типа и отсутствием герминальных мутаций в генах NF1 
и NF2 по результатам стандартных лабораторных исследований. Поиск точковых мутаций осуществляли методом ВПС на 
платформе Ion Torrent. Дизайн панели праймеров включал экзоны, прилегающие к ним интронные сегменты (20-70 п.н.), а 
также 3’UTR и 5’UTR генов NF1 и NF2. Исключение протяженных делеций в NF1 и NF2 осуществляли методом MLPA. С целью 
поиска мозаичных генетических вариантов был разработан и проведен углубленный анализ данных ВПС, основанный на 
биоинформатических и статистических подходах. Для верификации выявленных мозаичных патогенных генетических вари-
антов использовали секвенирование ДНК по Сэнгеру и гетеродуплексный анализ.
Результаты. Патогенные соматические мутации в гене NF1 выявлены в 12 из 275 образцов (4,4%) ДНК больных, у которых 
были исключены герминальные мутации. В 8 образцах наличие мутантного аллеля было подтверждено альтернативными 
методами. 
Выводы. ДНК-диагностика доминантно наследуемых заболеваний требует особых подходов, учитывающих явление сома-
тического мозаицизма. Предложенный метод позволяет выявить генетические варианты, представленные с малой аллель-
ной частотой, без увеличения глубины секвенирования исследуемого образца и может быть применен для ретроспектив-
ного анализа данных ВПС с целью повышения качества ДНК-диагностики. 
Ключевые слова. нейрофиброматоз, NF1, соматический мозаицизм, высокопроизводительное параллельное секвениро-
вание, NGS.
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Background. Neurofibromatosis type 1 is one of the most common monogenic disorders. A pathogenic mutation in NF1 is the eti-
ological factor of neurofibromatosis type 1. Nevertheless, not all patients receive molecular genetic verification of the clinical diag-
nosis. We believe that this may be due to a somatic mosaicism with a small fraction of pathogenic allele, which is neglected by the 
NGS analysis software and/or is undetectable by Sanger sequencing due to noisy background. 
Objective.  To detect pathogenic mosaic mutations in cases of neurofibromatosis type 1 without germline genetic variants.
Material and methods. Two hundred seventy five peripheral blood lymphocyte DNA samples from patients with NF1 and without 
germline mutation were retrospectively analyzed. DNA samples were sequenced with Ion PGM and Ion S5 NGS systems. Gene panel 
design included NF1 and NF2 genes: exons, adjacent intron segments (20-70 b.p.), 3’UTRs and 5’UTRs. Samples were also tested 
using MLPA in order to exclude deletions in NF1 and NF2. We developed and implemented the pipeline to search mosaic cases using 
bioinformatics approaches. All newly detected mutations were evaluated by Sanger sequencing and by heteroduplex analysis.
Result. We have identified new pathogenic mutations in NF1 for 12 patients (4.4%) and verified 8 of them using alternative methods. 
Conclusion. Dominant disorders, like neurofibromatosis type 1, require a detailed bioinformatic analysis of NGS results with respect 
to somatic mosaicism. Our approach makes it possible to identify genetic variants with low representation of a pathogenic allele 
without increasing the sequencing depth of the sample under study and can be used for retrospective analysis of NGS data in order 
to improve the quality of DNA diagnostics.
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Введение

Нейрофиброматоз первого типа (НФ-1) – аутосом-
но-доминантное заболевание с высокой пенетрантно-
стью, обусловленное нарушениями в гене-супрессоре 
опухолевого роста NF1 (Ensembl#_ENSG00000196712), 
локализованном на хромосоме 17q11.2. Ген NF1 коди-
рует белок нейрофибромин (UniProt#_P21359) — не-
гативный регулятор Ras-опосредованного сигналинга 
в пути Ras-MAPK. Потеря экспрессии обоих аллелей 
гена NF1 приводит к перманентной активации Ras-
зависимых сигнальных путей, способствуя опухоле-
образованию [1].

В базе данных HGMD (www.hgmd.cf.ac.uk) на 2018 г. 
зарегистрировано более 2600 патогенных мутаций в ге-
не NF1, приводящих к развитию клинических прояв-
лений НФ-1. Спектр мутационных событий разно- 
образен и представлен однонуклеотидными заменами 
и инделами, распределенными вдоль гена относитель-
но равномерно, а также протяженными делециями, за-

хватывающими от одного экзона до полной последо-
вательности гена.

Для гена NF1 характерна высокая частота возник-
новения мутаций de novo: более 50% пациентов с кли-
ническим диагнозом нейрофиброматоз первого типа не 
имеют семейной истории [2, 3]. Темп мутирования ге-
на NF1 оценивается как один из наиболее высоких сре-
ди генов известных наследственных заболеваний че-
ловека  – 1 на 10 000 гамет [4], что может быть объяс-
нено протяженностью гена и его организацией  
(350 т.п.н., 60 экзонов) [5] или   избирательностью ре-
парационных систем клетки [6].

Несмотря на узнаваемый фенотип НФ-1, в насто-
ящее время существуют проблемы с дифференциаль-
ной клинической диагностикой заболевания и с моле-
кулярно-генетической диагностикой. Часть пациен-
тов с НФ-1 не получают молекулярно-генетического 
подтверждения клинического диагноза [7, 8, 9].
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ле половых клеток родителя. При сегментарном НФ-1 
предполагается что в ткани гонад родителя отсутствуют 
клетки, несущие патогенный аллель, однако данное пред-
положение требует доказательств, так как описаны слу-
чаи гоносомного мозаицизма, изначально диагностиро-
ванные как сегментарные мозаичные формы [29, 34].

У пациентов с сегментарной формой заболевания 
мутация в крови как правило не определяется стан-
дартными методами ДНК-диагностики, однако может 
быть детектирована в других тканях. 

Наиболее вероятным механизмом формирования 
мозаичных генотипов признано возникновение сома-
тической мутации на одном из этапов эмбрионально-
го развития. Другой моделью, описывающей данное 
явление, является ревертантный (обратный) мозаи-
цизм. При ревертантном мозаицизме клетка с патоген-
ным аллелем возвращается к состоянию дикого типа в 
результате обратной мутации, митотической рекомби-
нации, генной конверсии или нерасхождения хромо-
сом [30]. Ревертантный мозаицизм был зарегистриро-
ван у пары монозиготных близнецов, дискордантных 
по клиническим признакам НФ-1 [32], у другой пары 
дискордантных монозиготных близнецов ревертант-
ный механизм был опровергнут [33]. 

В данном исследовании проведен ретроспектив-
ный анализ данных ВПС образцов ДНК пациентов с 
клиническим диагнозом НФ-1, у которых не было най-
дено мутаций в гене  NF1 при первичном анализе ме-
тодами ВПС и мультиплексной лигазозависимой ам-
плификацией зондов (MLPA), что для части исследу-
емой выборки может быть обусловлено соматическим 
мозаицизмом с малой представленностью патогенно-
го аллеля в исследуемой ткани.

Материалы и методы

Исследуемая выборка
В исследование включили 275 человек, объединен-

ных клиническим диагнозом нейрофиброматоз первого 
типа, без герминальных мутаций в белок-кодирующих 
областях генов NF1 и NF2. Возраст пациентов варьи-
ровал от 1 месяца до 76 лет.

Материал
В качестве материала для исследования использо-

вали ДНК лимфоцитов периферической крови. Выде-
ление ДНК из лимфоцитов проводили в соответствии 
со стандартным протоколом фенол-хлороформной экс-
тракции.

Секвенирование было осуществлено на приборах 
Ion PGM и Ion S5 (Life Technologies, США) с исполь-
зованием технологии таргетного секвенирования Ion 

Чаще всего дифференциальная диагностика НФ-
1 проводится с нейрофиброматозом второго типа, од-
нако отдельные клинические признаки НФ-1 могут 
наблюдаться при других генетических заболеваниях 
(шванноматозе, рассеянном липоматозе, синдромах 
Легиуса, Линча, LEOPARD, Макьюна-Олбрайта, Ну-
нан и Протея) [10,11,12,13].

Молекулярно-генетическая диагностика затрудне-
на вследствие отсутствия «горячих точек», протяженно-
сти гена NF1, наличия большого числа гомологичных 
локусов в геноме человека, гомополимерных участков 
и большого количества GC в составе гена [14, 15].

Мы полагаем, что низкая частота выявляемости 
мутаций у пациентов с НФ-1 отчасти обусловлена огра-
ничениями методов высокопроизводительного парал-
лельного секвенирования (ВПС) и секвенирования по 
Сэнгеру в отношении поиска коротких генетических 
вариантов при мозаичных формах генетических забо-
леваний, которые составляют до 17,5% случаев при ау-
тосомно-доминантном типе наследования [16, 17].

Мозаичные формы наследственных заболеваний 
являются результатом соматических мутаций на одном 
из этапов эмбриогенеза. Как следствие, часть клеток 
организма имеет нормальный генотип, что осложняет 
диагностику, так как ткань, включённая в исследова-
ние, может не содержать искомого генетического ва-
рианта, а при низкой доле мозаицизма патогенный ва-
риант может не преодолеть порога аналитической чув-
ствительности диагностического метода, что приведет 
к ложноотрицательному результату [16, 21].

Соматический мозаицизм при НФ-1 подразделя-
ют на генерализованную и локализованную (сегмен-
тарную) формы, отражающие предполагаемое время 
мутационного события [26]. У пациентов с генерали-
зованной мозаичной формой НФ-1 гиперпигментиро-
ванные пятна на коже и нейрофибромы не ограниче-
ны определенным сегментом тела, что делает их фено-
тип клинически неотличимым от классического НФ-1, 
обусловленного герминальной мутацией в гене NF1 
[26, 27, 31]. Для пациентов с локализованной (сегмен-
тарной) формой НФ-1 характерно одностороннее пол-
ное или частичное поражение какого-либо кожного 
сегмента, на котором могут присутствовать пятна ко-
фейного цвета и нейрофибромы как изолированно, так 
и одновременно [18‒20]. Зарегистрирован случай сег-
ментарного НФ-1, представленного изолированной 
плексиформной нейрофибромой [28].

Определение формы мозаицизма важно для прогно-
за вероятности рождения здорового потомства. При ге-
нерализованной форме вероятность того, что ребенок 
унаследует патогенный генетический вариант, прямо 
пропорциональна доле клеток с мутантным аллелем в пу-
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AmpliSeq, основанной на мультиплексной полиме-
разной цепной реакции. Дизайн панели праймеров 
включал экзоны, прилежащие к ним участки интро-
нов (20-70 п.н. от интрон-экзонной границы), 3’- и 
5’-нетранслируемые области генов NF1 и NF2 [22]. 

Для биоинформатического анализа данных ВПС ис-
пользовали программное обеспечение, ПО) Torrent Suite 
в составе Torrent Base Caller (TBC), Torrent Mapping 
Alignment program (TMAP), Torrent Variant Caller (TVC) 
с параметрами, рекомендованными разработчиком ПО.

Исключение протяженных делеций генов NF1 и NF2 
проводили методом MLPA (MRC-Holland, Нидерланды).

С целью поиска мозаичных генетических вариан-
тов мы провели углубленный биоинформатический ана-
лиз данных ВПС, включающий разделение прочтений 
в соответствии с принадлежностью пулу праймеров и 
исключение нуклеотидных последовательностей, кар-
тированных вне таргетных участков, предопределенных 
дизайном эксперимента. Это позволило снизить вклад 
нецелевой амплификации и ошибок картирования в 
оценку аллельной частоты (AF) генетических вариан-
тов, подробно описанный в предыдущем исследовании 
[23]. Последующий поиск генетических вариантов осу-

ществляли с использованием ПО TVC с релаксирован-
ными порогами специфичности: AF ≥ 0,05, глубина по-
крытия (DP) не менее 20 прочтений. Генетические ва-
рианты, наблюдаемые в исследуемой выборке 
систематически, исключили, расценивая их как ошиб-
ки секвенирования, обусловленные используемой тех-
нологической платформой или дизайном панели прай-
меров. Были исключены из анализа и распространен-
ные в популяции непатогенные полиморфизмы. 

Для валидации выявленных мозаичных генетиче-
ских вариантов использовали секвенирование по Сэн-
геру и гетеродуплексный анализ. Хроматограммы, по-
лученные в результате секвенирования по Сэнгеру, 
анализировали с использованием ПО SeqBase, позво-
ляющего повысить чувствительность выявления вари-
антов путем независимого определения базовых линий 
в спектральных каналах отдельных нуклеотидов [24].

Результаты и обсуждение

Мозаичные генетические варианты
У 275 пациентов, не получивших молекулярно-гене-

тического подтверждения клинического диагноза НФ-1 

Таблица 1 

Патогенные и потенциально патогенные мозаичные генетические варианты в гене NF1,  
выявленные в настоящем исследовании

Код па-
циента

Геномные координаты 
мутации Номенклатура мутации AF DP

A chr17:29528166 NF1:NM_000267:exon10:
c.C1174T:p.Q392X 0,296 27

B chr17:29664881 NF1:NM_000267:exon43:
c.G6624A:p.W2208X 0,073 1707

C chr17:29527461 NF1:NM_000267:exon9:
c.C910T:p.R304X 0,150 40

D chr17:29533324 NF1:NM_000267:exon12: c.1325_1328del:p.M442fs 0,119 630

E chr17:29556079 NF1:NM_000267:exon21:
c.C2446T:p.R816X 0,235 757

F chr17:29496924 NF1:NM_000267:exon5:
c.495_498del:p.T165fs 0,051 79

G chr17:29496924 NF1:NM_000267:exon5:
c.495_498del:p.T165fs 0,234 64

H chr17:29654703 NF1:NM_000267:exon37: c.5392_5403del:p.1798_1801del 0,217 105

I chr17:29657474 NF1:NM_000267:exon38:
c.5707delT:p.L1903X 0,096 135

J chr17:29653172 NF1:NM_000267:exon36:
c.C5107T:p.Q1703X 0,074 1141

K chr17:29548899 NF1:NM_000267:exon15:
c.1673delT:p.I558fs 0,091 41

L chr17:29580009 NF1:NM_001042492:exon31: c.4164_4165AC:p.NK1388_1389KQ 0,144 254
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Рис. 1. Результаты валидации методом секвенирования по Сэнгеру генетических вариантов, выявленных при ВПС. 

A. Мозаичный вариант NF1:NM_000267:exon10:c.C1174T: p.Q392X; B. Мозаичный вариант NF1:NM_000267:exon43:c.G6624A: p.W2208X; C. Мозаич-
ный вариант NF1:NM_000267:exon9:c.C910T: p.R304X; D. Мозаичный вариант NF1:NM_000267:exon12:c.1325_1328del:p.M442fs; E. Мозаичный вари-
ант NF1:NM_000267:exon21:c.C2446T:p.R816X; F. Мозаичный вариант NF1:NM_000267:exon5:c.495_498del: p.T165fs, реверс-комплемент; G. Гетерози-
готный вариант NF1:NM_000267:exon5:c.495_498del: p.T165fs; H. Гетерозиготный вариантNF1:NM_000267:exon37:c.5392_5403del:p.1798_1801del.

Рис. 2. Визуализация генетического варианта NF1:NM_000267:exon37:c.5392_5403del:p.1798_1801del в образце пациента H программой про-
смотра результатов ВПС IGV (Integrative Genomics Viewer). 1. Корректное выравнивание прочтений с остатком праймера, полученных с альтер-
нативного аллеля. 2. Неверное выравнивание прочтений с редуцированным праймером, полученных с альтернативного аллеля.
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по результатам стандартных молекулярно-генетических 
тестов, было выявлено 509 потенциально патогенных мо-
заичных генетических вариантов. Из них было отобрано 
12 вариантов, соответствующих  классам «патогенный» 
или «вероятно патогенный» согласно рекомендациям  по 
интерпретации данных, полученных методом массового 
параллельного секвенирования  [25] (табл. 1).

Генетические варианты в образцах пациентов A-H 
были подтверждены методом секвенирования по Сэн-
геру (рис. 1). Соотношение аллелей, наблюдаемое на 
хроматограмме, соответствует картине соматического 
мозаицизма в данных ВПС для образцов A-F. 

Генетические варианты в образцах пациентов G и 
H по результатам секвенирования по Сэнгеру, могут 
быть охарактеризованы как гетерозиготные, хотя по 
результатам ВПС определена частота альтернативно-
го аллеля ~0,2. Вероятность преуменьшения аллель-
ной частоты гетерозиготных вариантов при ВПС воз-
растает со снижением глубины покрытия. 

Вариант NF1:NM_000267:exon37:c.5392_5403del: 
p.1798_1801del, выявленный в образце  пациента H, 
расположен близко к концу таргетного региона, что 

оказало влияние на качество выравнивания прочте-
ний, полученных с альтернативного аллеля, относи-
тельно референсного генома (рис. 2). В данном случае 

Рис. 3. Подтверждение генетических вариантов методом анализа ге-
теродуплексов. 

(-) отрицательный контроль; (+) контрольная ДНК (здорового донора); 
M. маркер pUC/MspI; 
D. NF1:NM_000267:exon12:c.1325_1328del:p.M442fs; 
F,G. NF1:NM_000267:exon5:c.495_498del:p.T165fs; 
H. NF1:NM_000267:exon37:c.5392_5403del:p.1798_1801del

Таблица 2

 Фенотипы пациентов с мозаичными мутациями в NF1

Код 
пациента Пол Возраст текущий;

манифестации, г.
Гиперпигментные пятна 

(локализация) Нейрофибромы Другие проявления

A жен 25; <1 множественные единичные мелкие  
(тело)

эпилепсии в пубертатном возрасте, 
веснушки (туловище, конечности)

B жен 11; 7 3 крупных (подмышка, 
грудь, рука) единичная (на лице) частые головные боли

C жен н./д.; <1 н./д.

D жен 37; <1 2 (поясница) множественные
(с 21 года)

веснушки в подмышечной области, 
дистрофия пояснично-крестцового 

отдела позвоночника

E муж 1; <1 множественные (живот, 
спина, бедра) отсутствуют н./д.

F жен <1; <1 3 крупных, множество не-
больших н./д.

G жен 39; <1 множественные множественные (с 32 лет) н./д.

H жен <1; <1

1 крупное (грудь, спина), 
множественные небольшие 
(левое плечо, правая поло-

вина живота, спина)

н./д. преаурикулярный привесок, эпи-
кант

I жен н./д.

J муж 11; 9 множественные отсутствуют водянка оболочек яичек, задержка 
психо-речевого развития

K жен н./д. множественные н./д.

L жен 1; <1 1 крупное (бедро), множе-
ственные мелкие н./д. расширение боковых желудочков го-

ловного мозга

Примечание: н./д – нет данных
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cation of mosaic mutations in disease genes by next-generation se-
quencing. The Journal of Molecular Diagnostics. 2016 May 
1;18(3):446-53.
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man disease. Nature Reviews Genetics. 2013 May;14(5):307.

18.	 Chu C.H., Chou T.C., Liu C.I., Hsu C.S., Chan J.Y., Ou C.L. Mul-
tiple segmental neurofibromatosis: Report of two cases with differ-
ent presentations. Hong Kong Journal of Dermatology & Venereol-
ogy. 2016 Mar 1;24(1):34-9.

19.	 García‐Romero M.T., Parkin P., Lara‐Corrales I. Mosaic neurofi-
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при полной редукции праймера нуклеотидная после-
довательность прочтения не обладает достаточной дли-
ной для адекватного выравнивания, и отличие от ре-
ференсного генома расценивается как инсерция. Од-
нако прочтения с остаточным праймером могут быть 
выровнены более корректно, благодаря  большей про-
тяженности последовательностей, фланкирующих ана-
лизируемый генетический вариант. 

Всем пациентам был проведен гетеродуплексный 
анализ, подтвердивший наличие аллеля, отличного от 
референсного генома, в образцах пациентов D, F, G, H 
(рис. 3).

Генетические варианты в образцах I-L не подтверди-
лись альтернативными методами молекулярной диагно-
стики (секвенирование по Сэнгеру, гетеродуплексный 
анализ), возможно, вследствие их малой аллельной ча-
стоты.

Фенотипы пациентов с мозаичными 
генетическими вариантами
У пациентов с обнаруженными мозаичными мута-

циями отмечается ранняя манифестация заболевания 
и фенотип, включающий пятна цвета «кофе с моло-
ком» и нейрофибромы, характерный для классической 
формы НФ-1 (табл. 2). 

Клинико-генетических корреляций или отличий 
фенотипических проявлений от классической формы 
НФ-1, обусловленной герминальной мутацией, у па-
циентов с мозаичными генетическими вариантами в 
гене NF1 не выявлено. 

Полученные результаты подтверждают принципи-
альную возможность выявления мозаичных мутаций 
при НФ-1 с использованием ВПС и технологии тар-
гетного секвенирования Ion AmpliSeq, несмотря на не-
достаточную чувствительность технологических плат-
форм, основанных на ионном полупроводниковом сек-
венировании, в отношении чтения нуклеотидных 
последовательностей со сложным контекстом.Однако 
вопросы баланса чувствительности и специфичности 
данного подхода, и, следовательно, необходимости раз-
работки новых методов молекулярно-генетической ди-
агностики в отношении мозаичных генотипов НФ-1, 
остаются открытыми.
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