
медицинская генетика
ОРИГИНАЛьНОе ИССЛедОВАНИе / oRIGINAL ARTICLe

identification of alterations  
in the nucleotide sequence  
of the chromatin remodeling 
gene PBRM1 in clear cell renal 
cell carcinoma patients

E.A. Klimentova1 , I.R. Gilyazova1, 2, 
A.A. Izmailov2, I.M. Sultanov2, M.A. Bermisheva1, 
V.N. Pavlov2, E.K. Khusnutdinova1, 2

1 Institute of Biochemistry and Genetics – Subdivision  
of the Ufa Federal Research Centre, RAS, Ufa, Russia 

2 Bashkir State Medical University of the Ministry of Health  
of the Russian Federation, Ufa, Russia 

Kidney cancer is a heterogeneous group of malignant 
tumors, the vast majority of which are renal cell carci-
nomas (RCC) of various morphological types, of which 
the most common is the clear cell renal cell carcinoma 
(ccRCC). Particular attention in the carcinogenesis of 
the ccRCC is given to a number of tumor suppressor 
genes located on the short arm of the third chromo-
some. one of these genes, which are inactivated in 
the case of ccRCC is the PBRM1 gene encoding the 
PBAF SWI/SNF subunit of the chromatin remodeling 
complex, BAF180. The PBRM1 gene is located on the 
short arm of the third chromosome in the 3p21 region 
near the von Hippel – Lindau gene (VHL), the mutation 
in which is the main event in the occurrence of ccRCC. 
The aim of our investigation is identification of changes 
in the nucleotide sequence of the PBRM1 tumor sup-
pressor gene in patients with ccRCC. 210 pairs of DNA 
samples isolated from ccRCC tissue were studied. Ana-
lysis of changes in the nucleotide sequence of DNA was 
carried out by HRM analysis and direct sequencing. In 
the PBRM1 gene, two somatic mutations were found 
(c.233G>A (p.D45N) in exon 2, c.1675-1676delTC in 
exon 15) which were not described previously, and one 
known polymorphic variant rs17264436 (in exon 23). The 
frequency of detected mutations was 0.95 % of cases. 
Analysis of the allelic association for the polymorphic 
locus rs17264436 showed a statistically significant in-
crease in the risk of developing advanced kidney cancer 
in carriers of allele rs17264436*A, which can be used in 
the development of prognostic marker panels. Perhaps 
the low frequency of mutations in the samples we studi-
ed is due to the fact that the inactivation of the PBRM1 
gene takes place in other ways, and may also be due to 
the ethno-specificity of the studied group of patients.
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Рак почки (РП) – это гетерогенная группа злокачественных опухо-
лей, подавляющее большинство которых представляет собой по-
чечно-клеточные карциномы различных морфологических типов, 
наиболее часто встречается светлоклеточный рак почки (СРП). 
Особое внимание в канцерогенезе СРП уделяется ряду генов-су-
прессоров опухолевого роста, расположенных на коротком плече 
третьей хромосомы. Одним из таких генов, инактивируемых при 
СРП, является ген полибромо 1 (PBRM1), кодирующий субъедини-
цу PBAF SWI/SNF комплекса ремоделирования хроматина BAF180. 
Ген PBRM1 расположен на коротком плече третьей хромосомы в 
области 3р21 вблизи гена фон Хиппеля – Линдау (VHL), мутации в 
котором чаще всего происходят при СРП. Целью настоящего ис-
следования был поиск изменений нуклеотидной последователь-
ности гена-супрессора опухолевого роста PBRM1 у пациентов со 
светлоклеточным раком почки. В работе исследовано 210 парных 
образцов дНК, выделенных из опухолевой ткани почки и прилегаю-
щей нормальной почечной паренхимы пациентов с СРП. Анализ 
изменений нуклеотидной последовательности дНК проводили 
методом высокочувствительного анализа кривых плавления (HRM)  
с последующим секвенированием. В гене PBRM1 было обнаруже-
но две соматические мутации (c.233G>A (p.D45N) во 2-м экзоне 
и c.1675-1676delTC в 15-м экзоне), не описанные ранее, и один 
известный полиморфный вариант rs17264436 (в 23-м экзоне). Час-
тота выявленных мутаций составила 0.95 % случаев. Оценка функ-
циональной значимости таких изменений показала, что  мутации 
c.233G>A (p.D45N) и c.1675-1676delTC в гене PBRM1 имеют потен-
циально патогенный характер. Анализ ассоциации аллелей поли-
морфного локуса rs17264436 выявил статистически значимое 
повышение риска развития заболевания с тяжелым течением у 
носителей аллеля rs17264436*A, что может быть использовано 
при разработке панелей прогностических маркеров. Возможно, 
низкая частота мутаций у исследованных образцов связана с тем, 
что инактивация гена PBRM1 происходит иными способами, а так же 
может быть обусловлена этноспецифичностью изученной группы 
пациентов. 
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Рак почки (РП) – это гетерогенная группа злокачествен-
ных опухолей, подавляющее большинство которых 
представляют собой почечно­клеточные карциномы 

различных морфологических типов, из них наиболее часто 
встречается светлоклеточный рак почки (СРП). Ежегодно 
в мире регистрируют более 300 тыс. новых случаев РП 
(Ricketts, Linehan, 2014), в России эта цифра составляет 
18 тыс., в Республике Башкортостан – 400–450 случаев в 
год. Особое внимание в канцерогенезе СРП уделяется ряду 
генов­супрессоров опухолевого роста, расположенных 
на коротком плече третьей хромосомы. Одним из таких 
генов, инактивируемых при СРП, является ген полибро-
мо 1 (PBRM1), кодирующий субъединицу PBAF SWI/SNF 
комплекса ремоделирования хроматина BAF180. Белок 
PBRM1 способен изменять структуру хроматина, а так-
же обеспечивать регуляцию транскрипции посредством 
контроля доступности ДНК и влияния на транскрипцион-
ную активность p53 (Macher­Goeppinger et al., 2015). Ген 
PBRM1 расположен на коротком плече третьей хромосомы 
в области 3р21 вблизи гена фон Хиппеля – Линдау (VHL), 
мутации в котором представляют собой основное событие 
при возникновении СРП (Audenet et al., 2011). 

Целью настоящего исследования был поиск измене-
ний нуклеотидной последовательности в гене PBRM1 у 
пациентов со светлоклеточным раком почки башкирской, 
русской и татарской этнической принадлежности. 

материалы и методы
Проанализировано 210 парных образцов ДНК, выделен-
ных из опухолевой ткани почки и прилежащей нормаль-
ной почечной паренхимы неродственных больных СРП, 
проживающих на территории Республики Башкортостан. 
Все обследованные были пациентами Республиканской 
клинической больницы им. Г.Г. Куватова и клиники Баш-
кирского государственного медицинского университета 
г. Уфы. Забор образцов тканей проводился сотрудниками 
кафедры урологии. Исследование одобрено биоэтическим 
комитетом Института биохимии и генетики. В изучаемой 
группе 56.7 % пациентов имели начальные стадии забо-
левания (I–II стадии злокачественного процесса, согласно 
TNM классификации) и 43.3 % пациентов – поздние ста-
дии (III–IV). По этнической принадлежности пациенты 
распределились следующим образом: 14.7 % башкир, 
49.5 % русских и 35.8 % татар. Возраст пациентов на мо­
мент постановки диагноза варьировал от 27 до 80 лет. Ана­
лиз ассоциации аллелей rs17264436 гена PBRM1 с риском 
развития СРП был проведен у 234 пациентов со светло-
клеточным раком почки (18.7 % башкир, 44 % русских,  
37.3 % татар) и 268 индивидов из контрольной группы 
(23.3 % башкир, 36.6 % русских, 40.1 % татар). Конт­
рольная группа по возрасту, полу и территории прожива­
ния соответствовала группе больных. Все биологические 
ма териалы получены с информированного согласия па­
циентов. 

Выделение геномной ДНК из парных образцов опухо-
левой ткани почки и прилегающей нормальной почечной 
паренхимы, а также из венозной крови проводили методом 
фенол­хлороформной экстракции. Поиск мутаций в гене 
PBRM1 осуществляли с помощью высокочувствительного 
анализа кривых плавления (high­resolution melt, HRM) с 

последующим секвенированием. HRM­анализ основан 
на свойстве ДНК изменять свою конформацию при по-
степенном возрастании температуры из двуцепочечной 
молекулы в состояние одноцепочечной. В ходе анализа 
проводится реакция амплификации ДНК в присутст вии 
интеркалирующих флуоресцентных красителей, актив­
но связывающихся с двуцепочечными молекулами ДНК. 
Интенсивность флуоресценции дает возможность оце-
нить накопление продукта ПЦР и термически индуци-
рованное расщепление ДНК. Анализ кривых плавле ния 
выполняли на приборе Roche LightCycler® 96 с исполь-
зованием флуоресцентного красителя Eva Green. Опре­  
деление генотипов rs17264436 гена PBRM1 проводи-
ли с по мощью метода полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с последующим изучением полиморфизма длин 
рес трикционных фрагментов (ПДРФ­анализ). Реакцию 
амп лификации 23­го экзона гена PBRM1 проводили 
с ис пользованием специфичных олигонуклеотидных 
праймеров: F­TCCTCCCCAAGAATTGAAAAAGT, 
R­AATTTTCTCTTTCAGGAAAGTGTGC при темпера-
туре отжига 61 °С на приборе Biorad T100. ПЦР­продукт 
объемом 8 мкл обрабатывался эндонуклеазой рестрикции 
AcuI (ThermoScientific). Электрофоретическое разделение 
фрагментов ДНК было проведено в 7 % полиакриламид-
ном геле. Гель был окрашен в 1 % растворе бромистого 
этидия и визуализирован в проходящем ультрафиолето­
вом свете на гель­документирующей системе Vilber­Lour­
mat (Франция). Частоты генотипов и аллелей полиморф-
ного варианта rs17264436 у пациентов с раком почки и 
в контрольной группе сравнивались попарно с помощью 
точного двустороннего критерия Фишера, при этом досто-
верными считались различия частот аллелей и генотипов 
при значении p < 0.05.

Результаты
В ходе анализа нуклеотидной последовательности во вто-
ром экзоне гена PBRM1 у пациента с метастатическим ра-
ком почки была обнаружена миссенс­мутация c.233G>A,  
которая приводит к замене аспарагиновой кислоты на 
аспарагин в 45­м положении белка (p.D45N). Замена 
отрицательно заряженной аспарагиновой кислоты на по­
лярный аспарагин может влиять на свойства белка и вы-
зывать изменение сайтов сплайсинга. 

В 15­м экзоне гена PBRM1 была обнаружена ранее не 
описанная соматическая мутация c.1675­1676delTC у 
пациента с первой стадией опухолевого процесса, при-
водящая к сдвигу рамки считывания, образованию стоп­ 
кодона (L526Ifs*6) и синтезу неполноценного белка. Му­
тация c.1675­1676delTC являлась причиной потери кон­
сервативных областей белка, таких как BAH1­домен 
(956­1074 аминокислоты) и BAH2­домен (1156­1272 
аминокислоты). Кроме того, мутация c.1675­1676delTC 
обуславливала утрату HMG­домена, обеспечивающего 
распознавание транскрипционными факторами после-
довательностей ДНК­мишеней. Ранее у этого пациента 
нами была впервые идентифицирована делеция семи 
нуклеотидов в 3­м экзоне гена фон Хиппеля – Линдау 
(VHL), (c.498_504del), которая также вела к сдвигу рамки 
считывания и образованию стоп­кодона (p.V166Vfs*1) 
(Кутлыева и др., 2012). 
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Поиск изменений нуклеотидной последовательности 
гена PBRM1 у пациентов с раком почки

Следует отметить, что выявленные изменения могут 
быть нивелированы системой нонсенс­опосредованного 
распада РНК. Однако результатом действия этой системы 
будет полная потеря белкового продукта PBRM1. 

Оценка функциональной значимости обнаруженных 
изменений была проведена с использованием следую-
щих аналитических программ: SIFT, Polyphen2_ HDIV, 
Polyphen2_HVAR, LRT, MutationTaster, MutationAsses-
sor, FATHMM, M­CAP и CADD (табл. 1). В результате 
анализа было показано, что мутации c.233G>A (p.D45N) 
и c.1675­1676delTC в гене PBRM1 имеют потенциально 
патогенный характер. 

При анализе 23­го экзона гена PBRM1 сдвиг кривой 
плавления был замечен в образцах ДНК как из опухолевой 
ткани, так и из нормальной почечной паренхимы. В ре-
зультате секвенирования указанных участков был обна-
ружен ранее описанный полиморфный локус rs17264436, 
характеризующийся синонимичной заменой пролина в 
1174 позиции белка (p.P1174P). Данный полиморфный 
вариант ранее был обнаружен при раке мочевого пузыря, 
кроме того, была продемонстрирована ассоциация его 
аллелей с риском развития рака молочной железы (He et 

al., 2014; Huang et al., 2015). Нами было выдвинуто пред-
положение, что аллели полиморфного локуса rs17264436 
могут быть ассоциированы с риском развития рака почки. 
В связи с этим был проведен анализ ассоциации генотипов 
и аллелей rs17264436 гена PBRM1 с риском развития СРП 
у пациентов со светлоклеточным раком почки и индивидов 
из контрольной группы. При сравнении группы больных 
с учетом тяжести течения заболевания нами выявлены 
статистически значимые различия в распределении частот 
аллелей полиморфного локуса rs17264436 гена PBRM1. 
Аллель rs17264436*А встречался в группе больных с 
тя желым течением заболевания в 48.3 % случаев, тогда 
как в контрольной группе – в 38.2 % случаев (табл. 2). 
Обнаружено, что аллель rs17264436*А может служить  
маркером риска развития рака почки тяжелого течения 
( p = 0.023; OR = 1.51 (95 % CI = 1.05–2.15)). Кроме того, 
выявлено, что генотип rs17264436*T/T ( p = 0.029; OR = 
= 0.53; (95 % CI = 0.29–0.94)) гена PBRM1 является про-
тективным маркером в отношении развития СРП тяжелого 
течения. Обнаруженная ассоциация аллелей rs17264436 
может быть использована при создании панели прогно-
стических маркеров риска развития СРП.

table 1. Prediction of the impact of the PBRM1 gene mutations on protein structure and function

Prediction method Mutation Deleterious Threshold

c.233G>A (p.D45N) 
PBRM1

c.1675-1676delTC 
(p.L526Ifs*6) PBRM1

c.3622T>A (p.P1174P) 
PBRM1

SIFT NA 0.00, D NA < 0.05

Polyphen2_HVAR NA 0.971, D NA > 0.5

Polyphen2_HDIV NA 0.899, D NA 0.5

LRT NA 0.843, D NA < 0.999

MutationTaster 0.990, D 0.810, D 0.666, D > 0.5

MutationAssessor NA 0.476, M NA 0.65

FATHMM NA 0.184, T NA ≥ 0.45

M-CAP NA 0.630, D NA 0.025

CADD 25.2 31.4 8.9 > 15

Designat ions :  SIFT: D, deleterious; Polyphen2: D, Probably damaging; LRT: D, deleterious; MutationTaster: D, disease-causing; MutationAssessor: M, medium; 
FATHMM: D, Damaging; M-CAP: D, deleterious; CADD: deleterious with the degree >15, higher values are more deleterious.

table 2. Frequency distribution of alleles and genotypes for the polymorphic locus rs17264436 in the PBRM1 gene  
in renal cancer patients and healthy residents of Bashkortostan with regard to the severity of the disease

Genotypes  
and alleles

Patients Healthy controls

with advanced disease with localized disease

ni pi ± sp , CI% ni pi ± sp , CI% ni pi ± sp , CI%

A/A 18 20.22 ± 4.26  (12.45–30.07) 17 14.78 ± 3.31  (8.85–22.61) 36 13.43 ± 2.08  (9.59–18.11)

A/T 50 56.18 ± 5.26  (45.25–66.68) 51 44.35 ± 4.63  (35.09–53.91) 133 49.63 ± 3.05  (43.49–55.77)

T/T 21 23.6 ± 4.5  (15.24–33.78) 47 40.87 ± 4.58  (31.79–50.43) 99 36.94 ± 2.95  (31.15–43.02)

N 89 115 268

A 86 48.31 ± 3.75  (40.78–55.91) 85 36.96 ± 3.18  (30.71–43.55) 205 38.25 ± 2.1  (34.11–42.51)

T 92 51.69 ± 3.75  (44.09–59.22) 145 92.06 ± 1.7  (88.01–95.08) 331 61.75 ± 2.1  (57.49–65.89)
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Обсуждение 
Белок BAF180, кодируемый геном PBRM1, содержит 
шесть бромодоменов, два BAH­домена и домен HMG, 
близ кий к С­концу. Белки, содержащие бромодомены, 
функционируют как эпигенетические считыватели (моду-
ли распознавания белка), которые распознают ацетилиро-
ванные гистоновые хвосты для облегчения транскрипции 
генов­мишеней. Существуют сообщения, что мутации в 
бромодоменах обнаруживаются при различных типах рака 
(Lloyd, Glass, 2017). Функция доменов BAH в настоящее 
время в значительной степени неизвестна. Современные 
исследования показывают, что домен BAH обычно имеет 
тенденцию к взаимодействию с нуклеосомами/гистонами/
метилированными гистонами, в том числе вокруг оста-
новленных репликационных вилок и, возможно, способен 
регулировать ассоциацию других связывающих хроматин 
белков конкурентно, приводя к изменению локальной 
структуры хроматина (Niimi et al., 2015).

Потеря функции гена PBRM1 в результате мутаций изу­
чена при многих онкологических заболеваниях, таких как 
рак молочной железы, мочевого пузыря, яичников, почки 
(Xia et al., 2008; Varela et al., 2011; Huang et al., 2015). 
В работе A.H. Shain и J.R. Pollack (2013) проанализиро-
вано 24 опубликованных полноэкзомных исследования 
генов SWI/SNF комплекса при различных типах рака и 
показано, что наиболее часто мутации в этом комплексе 
обнаруживаются при раке яичников и раке почки, причем 
при раке почки наиболее часто мутационным изменениям 
подвержены гены PBRM1 и ARID1A (АТ­богатый домен 
взаимодействия), относящиеся к субъединицам SWI/ SNF 
комплекса, которые, как предполагается, обладают функ-
циональной специфичностью. Кроме того, известно, что 
опухоли почки с мутациями в гене PBRM1 имеют специ­
фический профиль экспрессии других генов, что может 
быть использовано для молекулярно­генетической клас-
сификации спорадического СРП (Kapur et al., 2013). Было 
также показано, что мутации в PBRM1 сопровождают 
светлоклеточный подтип почечно­клеточных карцином и 
отсутствуют при саркоматоидном РП, где чаще встреча-
ются нарушения в генах SETD2 и BAP1 (Wang et al., 2017). 
Помимо того, соматические однонуклеотидные замены, 
а также потеря гетерозиготности в генах VHL, PBRM1 и 
SETD2, предположительно, представляют собой события, 
способствующие развитию саркоматозных элементов в 
СРП (Kluzek et al., 2017). 

Частым событием при СРП являются делеции в гене 
VHL, локализованном в области 3p, причем потеря боль­
ших участков хромосомы может затрагивать находящийся 
в этой же области ген PBRM1. Таким образом, инактива-
ция гена PBRM1 может способствовать развитию опухо-
ли в случаях, когда потеря гена VHL не достаточна для 
опухолевого генеза. В некоторых исследованиях опи сана 
корреляция потери PBRM1 с худшим результатом лечения 
(Gao et al., 2017). В исследовании A. Högner с кол легами 
(2018) выявлена одновременная потеря генов PBRM1 и 
VHL в опухолях почки в 60.4 % случаях. Была показана 
корреляция совместной потери этих генов с уровнем 
градации и стадией опухоли. В исследовании, где в ка­
честве модельных животных использовались мыши, про­
демонстрировано, что потеря PBRM1 улучшает приспо-

собленность клеток с дефектами в гене VHL, усиливая их 
пролиферативную способность и клеточный рост. Кроме 
того, у мышей пожилого возраста, а также животных с 
дефектами только в одном из генов, VHL либо PBRM1, 
никаких почечных опухолей не наблюдалось. Напротив, у 
мышей с дефектами в обоих генах в 100 % случаев разви-
лись раковые заболевания почек к 20­месячному возрасту 
(Espana­Agusti et al., 2017). Отмечено, что уровень мРНК, 
индуцированных гипоксией либо HIF, выше в опухолях 
СРП с дефектами в обоих генах, VHL и PBRM1, по срав-
нению с опухолями, где мутации присутствуют только в 
гене VHL (Gao et al., 2017).

Согласно литературным данным, частота соматических 
мутаций в гене PBRM1 при раке почки достигает 40 % 
(Sato et al., 2013). В результате поиска изменений нуклео­
тидной последовательности гена PBRM1 у пациентов из 
Республики Башкортостан соматические мутации были 
выявлены в 0.95 % (2/210) случаев первичных опухолей 
почки. Возможно, низкая частота мутаций у исследован-
ных нами образцов связана с тем, что инактивация гена 
PBRM1 происходит иными способами, а также может быть 
обусловлена этноспецифичностью исследуемой груп пы 
пациентов.
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