
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2021, том 55, № 6, с. 1021–1029

1021

ПРИ ИНИЦИАЦИИ ДОЛГОВРЕМЕННОЙ ПОТЕНЦИАЦИИ
В НЕЙРОНАЛЬНОЙ КУЛЬТУРЕ СУБЪЕДИНИЦА PHF10 

РЕМОДЕЛИРУЮЩЕГО ХРОМАТИН КОМПЛЕКСА PBAF МЕНЯЕТ СВОЮ 
ЛОКАЛИЗАЦИЮ И ВЗАИМОДЕЙСТВУЕТ С c-FOS
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Комплекс PBAF, ремоделирующий хроматин, взаимодействует со многими активаторами тран-
скрипции и рекрутируется на таргетные участки хроматина. PBAF играет важную роль в поддержа-
нии и изменении структуры хроматина в клетках нервной системы млекопитающих. Субъединица
комплекса PBAF – транскрипционный фактор PHF10 – необходим для пролиферации нейрональ-
ных предшественников на ранних стадиях развития головного мозга мышей и экспрессии генов в
дифференцированных нейронах. Мы показали, что PHF10 взаимодействует с белковым продуктом
гена раннего ответа c-Fos, транскрипционным активатором c-FOS, который экспрессируется в от-
вет на индукцию долговременной потенциации (ДВП). Индукция ДВП запускает транскрипцию
генов и синтез белков, обеспечивающих изменения, приводящие к установлению долговременных
контактов между нейронами. После индукции ДВП в клетках дифференцированной нейрональной
культуры начинает экспрессироваться c-FOS, который первоначально локализуется в цитоплазме,
а далее перемещается в ядро. PHF10 экспрессируется в нейрональных клетках до индукции ДВП и
имеет ядерную локализацию. Однако через 1 ч после индукции PHF10 детектируется в цитоплазме
вместе с c-FOS, а затем вместе с ним перемещается в ядро. Важно, что такое поведение PHF10 в от-
вет на стимуляцию KCl специфично для нейрональных культур. Предполагается, что в процессе
ДВП PHF10 совместно с c-FOS участвует в активации генов вторичного ответа, регулирующих под-
держание пластических модификаций и гомеостаз синапсов нейронов. Экспорт PHF10 из ядра и его
быстрое возвращение вместе с c-FOS в ядро, возможно, необходимо для быстрой модуляции экс-
прессии таргетных генов вторичного ответа в процессе ДВП.
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ВВЕДЕНИЕ
Долговременная потенциация (ДВП) – это

стабильное усиление синаптической передачи
между двумя нейронами, возникающее при повто-
ряющейся передаче сигнала. ДВП лежит в основе
установления нейрональных связей в процессе
дифференцировки головного мозга млекопитаю-
щих, обеспечивает пластичность нейрональных

связей и считается одним из основных механиз-
мов, важных для обучения и памяти. Нарушения
в ДВП активно изучаются в связи с болезнью
Альцгеймера и другими заболеваниями нервной
системы.

Хотя сам эффект ДВП был открыт на нейронах
гиппокампа кролика, в настоящее время понят-
но, что он существует во всех отделах головного

Сокращения: БСА – бычий сывороточный альбумин; ДВП – долговременная потенциация; ДВР – долговременная ре-
прессия; ПААГ – полиакриламидный гель; DAPI – 4′,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (4′,6-диамидино-2-фени-
линдолдигидрохлорид); DMEM – Dulbecco’s Modified Eagle Medium (среда Игла, модифицированная Дюльбекко); FBS –
fetal bovine serum (фетальная сыворотка крупного рогатого скота); HEK293Т – Human Embryonic Kidney 293Т (линия кле-
ток эмбриональной почки человека 293Т); PMA – phorbol 12-myristate 13-acetate форболмиристатацетат, форболовый
эфир); PBS – фосфатно-солевой буфер.
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мозга млекопитающих. Молекулярные механиз-
мы, лежащие в основе ДВП, пока недостаточно
изучены. Известно, что ДВП у млекопитающих
стимулируется стрессом, факторами роста, нейро-
трансмиттерами, увеличением концентрации глу-
таминовой кислоты. Эти факторы приводят к росту
концентрации внутрицитоплазматического каль-
ция и активации Cа2+-зависимого киназного кас-
када, который ведет к фосфорилированию тран-
скрипционного фактора CREB [1, 2]. В лаборатор-
ных условиях при работе со срезами мозга или
культурами клеток ДВП и активацию CREB мож-
но вызвать высокочастотной стимуляцией (тета-
низацией) или кратковременным увеличением
концентрации внеклеточного калия [3].

Активация CREB запускает экспрессию мно-
гих генов, в том числе генов раннего ответа c-Fos,
Arc, Egr1 [4] – мощных активаторов транскрип-
ции, которые инициируют вторую волну экс-
прессии генов, включающую эффекторные гены,
регулирующие поддержание пластических моди-
фикаций и гомеостаза синапса [5, 6]. Экспрессия
c-FOS служит маркером активности нейронов,
представляющей ключевой этап изменения фе-
нотипа клетки, лежащего в основе нейропластич-
ности [7].

Изменение экспрессии генов всегда происхо-
дит при участии дополнительных факторов тран-
скрипции, важнейшие из которых – комплексы,
ремоделирующие хроматин. Некоторые субъеди-
ницы ремоделирующего хроматин комплекса
SWI/SNF взаимодействуют с c-FOS [8]. Мульти-
белковый комплекс SWI/SNF (2 МДа) подразде-
ляется на два подсемейства (BAF и PBAF) и со-
стоит из коровых и специфических модульных
субъединиц. Коровые субъединицы выполняют
ремоделирующую функцию, а модульные опреде-
ляют специфичность работы комплекса на генах.
Субъединичный состав комплексов SWI/SNF не-
постоянен и зависит от типа клеток и их функции.
Гетерогенные и высокоспецифичные клетки мозга
млекопитающего содержат большое количество
специфичных субъединиц комплекса SWI/SNF,
входящих в его состав на разных этапах нейро-
дифференцировки. Показано, что коровые субъ-
единицы BRG1, BAF155, BAF170 важны на всех
стадиях нейрогенеза: при эмбриональном и
взрослом нейрогенезе, при созревании нейронов,
при формировании астроцитов, олигодендроци-
тов и Шванновских клеток [9]. Специфические
субъединицы, например, BAF53b необходимы
для формирования долговременной памяти [10],
а Crest/SS18L1 участвует в корректном образова-
нии дендритов [11, 12].

Одна из субъединиц комплекса подсемейства
PBAF, играющая важную роль в нейрогенезе, –
PHF10 (BAF45a). На разных стадиях развития го-
ловного мозга мыши PHF10 экспрессируется в

виде четырех изоформ, которые отличаются N- и
C-концевыми доменами и подвергаются интен-
сивному фосфорилированию [13]. PHF10 необхо-
дим для поддержания пролиферации клеток-
предшественников головного мозга на ранних
стадиях его развития [11]. В составе комплекса
PBAF PHF10 локализуется на промоторах генов
сигнальных путей и способствует привлечению
РНК-полимеразы II на эти промоторы [14, 15].

В рамках изучения молекулярных механизмов
регуляции экспрессии генов при ДВП на культу-
ре клеток коры головного мозга новорожденных
мышей мы установили, что PHF10 взаимодей-
ствует с активатором транскрипции c-FOS, а так-
же изучили динамику экспрессии и локализации
белков c-FOS и PHF10 в стимулируемых KCl ней-
рональных культурах. Показано, что в отсутствие
стимуляции PHF10 экспрессируется и локализу-
ется в ядрах дифференцированной нейрональной
культуры. Экспрессия c-FOS начинается после
стимуляции ДВП с помощью KCl. Через 1 ч после
стимуляции c-FOS и PHF10 локализуются в цито-
плазме клеток, а через 4 ч снова перемещаются в
ядро. Необычное изменение локализации PHF10
специфично для нейрональных культур.

Мы предполагаем, что PHF10 совместно с c-
FOS участвует в активации генов вторичного отве-
та, регулирующих поддержание пластических мо-
дификаций и гомеостаз синапса. Экспорт PHF10
из ядра и его быстрое возвращение вместе с c-FOS
в ядро, возможно, необходимо для быстрой моду-
ляции экспрессии таргетных генов в процессе сти-
муляции ДВП.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Содержание животных. Работа проведена на
первичных культурах мозга новорожденных мы-
шей линии C57BL/6. Основные правила содержа-
ния и ухода за экспериментальными животными
соответствовали нормативам, указанным в При-
казе Минздрава России № 267 от 19.06.2003 “Об
утверждении правил лабораторной практики в
Российской Федерации”. Животных содержали в
условиях вивария при комнатной температуре с
12-часовым циклом свет/темнота, свободным до-
ступом к воде и пище, на стандартной диете в со-
ответствии с нормами содержания лабораторных
животных.

Получение и культивирование первичной диссо-
циированной культуры нервных клеток. Предвари-
тельно дно чашек обработали поли-L-лизином
для лучшей адгезии клеток. Клетки мозга ново-
рожденных мышей диссоциировали, обрабаты-
вая 0.25%-ным трипсином (“Invitrogen”, США) и
распределяли по 300000 клеток в чашку. Жизне-
способность нейронов поддерживали в культу-
ральной нейробазальной среде NeurobasalTM
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(“Invitrogen”) в комплексе с биоактивной добав-
кой 2% В27 (“Invitrogen”), 0.5 мМ глутамином
(“Invitrogen”) и пенициллином-стрептомици-
ном (“Life Technologies”, CША) в инкубаторе
GALAXY 170S (“New Brunswick Scientific”, США)
при постоянных условиях (37°C, 100%-ная влаж-
ность и 5% CO2). Половину объема среды заменя-
ли новой каждые 3 дня [16].

Культивирование клеток линии HEK293T. В ка-
честве негативного контроля использовали ли-
нию клеток эмбриональной почки человека 293Т
(HEK293Т) [17].

Клетки культивировали в среде DMEM (Dul-
becco’s Modified Eagle Medium, “GIBCO”, США),
содержащей 10% сыворотки FBS (“Sigma”, США),
2 мМ добавки GlutaMax-I (“GIBCO”) и пени-
циллин-стрептомицин (“Life Technologies”)
в инкубаторе GALAXY 170S (“New Brunswick Sci-
entific”) при постоянных условиях (37°C, 100%-ная
влажность, 5% CO2).

Для последующего иммуноцитохимического
анализа из чашек Петри с клетками удаляли старую
среду, промывали клетки PBS (1.7 мМ KH2PO4;
5.2 мМ Na2HPO4; 150 мМ NaCl), добавляли 0.05%
трипсина (“Invitrogen”) на 3 мин. Всю среду с
клетками помещали в пробирку. Снова центри-
фугировали в течение 4 мин при 800 об./мин. Су-
пернатант удаляли, осадок ресуспендировали в
чистой ̆ среде и переносили на покровные стекла,
расположенные в чашках Петри.

Клетки HEK293T для проведения иммуно-
преципитации выращивали примерно до 100%
монослоя, затем удаляли питательную среду и
смывали клетки с чашек Петри, промывали PBS
(1.7 мМ KH2PO4; 5.2 мМ Na2HPO4; 150 мМ NaCl).
Полученную суспензию клеток осаждали центри-
фугированием в течение 5 мин при 2500 об./мин.
После удаления супернатанта клетки лизирова-
ли в буфере, содержащем 10 мM HEPES-KOH
(pH 7.9), 5 мM MgCl2, 0.5% NP-40, 0.45 M NaCl,
1 мM ДTT и коктейль ингибиторов протеаз (PIC)
(“Roche”, Швейцария). После получасового ли-
зиса на льду экстракт центрифугировали в тече-
ние 15 мин при 12000 об./мин и температуре 4°С.
Затем супернатант разводили тремя объемами бу-
фера, содержащего 10 мM HEPES-KOH (pH 7.9),
5 мM MgCl2, 1 мM ДTT, PIC и ДНКазу I (“Thermo
Fischer Scientific”, США). Разбавленный экстракт
повторно центрифугировали (12000 об./мин,
15 мин, 4°С).

Трансфекция клеток HEK293T. Для временной
совместной экспрессии рекомбинантных белков
HA-c-FOS и FL-PHF10-Pl/Sl клетки линии
HEK293T рассаживали на 60 мм чашки Петри с
50% монослоя. На следующий день к клеткам до-
бавляли смесь ДНК и полиэтиленимина в среде
Optimem (“Gibco”). На каждую чашку суммарно

брали 9 мкг плазмид: HA-c-FOS-pcDNA (6 мкг) и
одну из Fl-PHF10-Pl-pcDNA (3 мкг) или Fl-PHF10-
Sl-pcDNA (3 мкг), или контрольной Fl-pcDNA-
MCS (3 мкг), 20 мкл (20 мкг) полиэтиленимина
(“Polysciences”, ФРГ) и 450 мкл Optimem. На сле-
дующий день среду меняли на свежую, спустя 48 ч
после трансфекции клетки собирали для последу-
ющей иммунопреципитации. Клетки снимали с
помощью версена (“Панэко”, Россия), осаждали
центрифугированием при 2500 об./мин и лизиро-
вали с помощью FLB-буфера (40 мM Tрис-HCl,
pH 7.8; 100 мM NaCl; 2.5 мM MgCl2; PIC (“Roche”);
PhIC (“Sigma”)) на льду. Затем растирали в гомо-
генизаторе Даунса с пестиком A, центрифугиро-
вали в течение 1 мин, супернатант использовали
как цитоплазматическую фракцию для последу-
ющей иммунопреципитации.

Иммунопреципитация. Иммунопреципитацию
проводили с помощью HA-агарозы (“Sigma”) или
белок A-сефарозы (“Sigma”), предварительно
обогащенной антителами к PHF10 (получены ра-
нее в нашей лаборатории [15]).

К сефарозе, связанной с антителами, добавля-
ли суммарный клеточный лизат (2 × 106 клеток),
инкубировали в течение ночи при 4°С при посто-
янном перемешивании. После этого сефарозу по-
следовательно промывали буфером IP500 (25 мМ
Трис-HCl (pH 7.9), 5 мМ MgCl2, 10% глицерина,
100 мМ NaCl, 0.1% NP-40) и буфером IP100
(25 мМ Трис-HCl (pH 7.9), 5 мМ MgCl2, 10% гли-
церина, 100 мМ NaCl, 0.1% NP-40). Белки, специ-
фически связавшиеся с антителами, элюировали
нагреванием до 99°С в течение 10 мин в 1/10 объ-
ема полного клеточного экстракта SDS-содержа-
щим буфером (50 мМ Трис-HCl (pH 6.8), 10%
глицерина, 4% SDS, 4 мМ EDТА, 0.1 М ДTT, 0.1%
бромфенолового синего). Полученные образцы
анализировали методом электрофореза в ПААГ.

Стимуляция ДВП. В рамках работы получено
138 культур клеток головного мозга новорожден-
ной мыши. Стимуляцию ДВП в нейронах прово-
дили, добавляя в культуральную среду 50 мМ рас-
твора KCl (3 раза в течение 2 мин в CO2 инкубато-
ре), между стимуляциями культуры инкубировали
в течение 5 мин в чистой культуральной среде [18].

Иммуноцитохимия. После стимуляции 50 мМ
раствором KCl каждую культуру перемещали на
лед, чтобы максимально подавить экспрессию ге-
нов и другие процессы жизнедеятельности, сразу
же отмывали от культуральной среды и фиксиро-
вали с помощью 4%-ного параформальдегида в
течение 7–10 мин.

После фиксации клетки отмывали 3 раза по
5 мин в однократном растворе PBS (137 мM NaCl,
2.7 мM KCl, 1.4 мM KH2PO4, 4.3 мM NaH2PO4,
pH 7.4). Для перфорации плазматической мем-
браны использовали 0.03%-ный раствор Triton
Х100 (“Bio-Rad”, США) в буфере PBS (5 мин при
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комнатной температуре). Для клеток линии
HEK293Т использовали 0.3%-ный раствор Triton
Х100.

Неспецифическое связывание перед апплика-
цией антител снижали с помощью инкубации
клеток с 3%-ным раствором БСА (“Sigma”) в PBS
в течение 30 мин.

Клетки одновременно подвергали реакциям
иммуногистохимического окрашивания на белок
c-FOS, а также на клеточные ядра с помощью
ДНК-специфического маркера DAPI (“Sigma”).

Клетки инкубировали в течение 12–13 ч при
температуре 4оС с первичными мышиными анти-
телами к c-FOS (“Invitrogen”) и кроличьими к
PHF10 (получены в нашей лаборатории). Раствор
антител готовили в PBS в объеме 300 мкл с добав-
лением 3% БСА. После инкубации клетки отмыва-
ли раствором PBS (3 раза в течение 3–5 мин). По-
сле этого проводили инкубацию со вторичными
антителами, конъюгированными с флуорохромом:
Alexa Fluor 647 donkey anti-mouse (“Invitrogen”) и
Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit (“Invitrogen”).

После инкубации клетки отмывали раствором
PBS (3 раза в течение 3–5 мин). Затем ядра окра-
шивали DAPI (1 мкг/мл в течение 10 мин) и за-
ключали в водную заливочную среду Fluoromount
(“Sigma”) на предметных стеклах.

Микроскопия. Флуоресцентную микроскопию
образцов выполняли при одной и той же интен-
сивности возбуждающего света и экспозиции на
конфокальном микроскопе Olympus Fluoview 10i.
Сначала создавали обзорную карту препарата для
навигации путем автоматической сшивки полей
зрения объектива × 10. Далее детектировали флу-
оресцентные метки в интересующих полях зре-
ния (объективы ×10 и ×60) с одновременным по-
лучением изображений по методу фазового кон-
траста.

Фотографировали флуоресцентный сигнал
красной метки Alexa Fluor 647 в каждом поле зре-
ния, свидетельствующий об экспрессии белка
PHF10, сигнал зеленой метки Alexa Fluor 568,
свидетельствующий об экспрессии белка c-FOS,
флуоресцентный сигнал голубой метки DAPI,
указывающий на общее количество клеточных
ядер, а также вид культуры в белом свете.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
PHF10 взаимодействует с c-FOS

PHF10 входит в состав ремоделирующего хро-
матин комплекса PBAF и является коактивато-
ром транскрипции, способствуя привлечению
РНК-полимеразы II на таргетные гены [15]. Ранее
показали, что PHF10 экспрессируется в пролифе-
рирующих и дифференцированных нейронах в
виде нескольких изоформ, играющих разную
роль в активации транскрипции [13, 14]. Кроме то-

го, PHF10 влияет на экспрессию генов многих сиг-
нальных путей, регулируемых факторами тран-
скрипции – продуктами генов раннего ответа, в
том числе активатором транскрипции c-FOS [14].

Поэтому изучено взаимодействие эндогенного
PHF10 с активатором транскрипции c-FOS. Экс-
прессию c-FOS в клетках HEK293T индуцирова-
ли путем обработки форболовым эфиром (PMA)
в течение 2 ч. Далее с помощью антител к PHF10
проводили коиммунопреципитацию белков из
экстракта клеток. Осажденные белки разделяли в
SDS-ПААГ с последующим вестерн-блотингом,
мембрану окрашивали антителами к c-FOS и
PHF10.

Полученные данные показывают, что уровень
изоформ PHF10 в клетках не меняется после об-
работки РМА (рис. 1а, верхняя панель, inputs).
Как и ранее в наших работах [13, 15, 19–21],
PHF10 был представлен несколькими полосами,
соответствующими различным изоформам с раз-
ной степенью фосфорилирования. При иммуно-
преципитации практически весь PHF10 осаждал-
ся антителами (рис. 1а, верхняя панель).

Обработка РМА индуцирует экспрессию c-FOS
в клетках HEK293T (рис. 1а, нижняя панель, inputs).
При этом c-FOS соосаждается антителами к
PHF10 (рис. 1а, нижняя панель). Некоторая раз-
мытость полосы, соответствующей c-FOS (рис. 1а),
связана с тем, что подвижность c-FOS в ПААГ
примерно совпадает c подвижностью антител.

Прямое взаимодействие между транскрипци-
онным активатором c-FOS и PHF10 подтвержда-
ли путем совместной экспрессии рекомбинант-
ного белка HA-c-FOS и изоформ Fl-PHF10-Pl
(Fl-Pl) или Fl-PHF10-Sl (Fl-Sl) с последующим
осаждением HA-c-FOS из цитоплазматической
фракции клеток HEK293T на HA-агарозу. Как
показано нами ранее, рекомбинантные изофор-
мы Fl-PHF10i при сверхэкспрессии частично ло-
кализуются в цитоплазме в несвязанном с ком-
плексом PBAF состоянии [20]. После осаждения
на HA-агарозу изоформы Fl-PHF10-Pl/Sl выяви-
ли с помощью вестерн-блотинга во фракциях, в ко-
торых экспрессируется также HA-c-FOS (рис. 1б). В
контрольных фракциях HA-c-FOS и Fl-PHF10-Sl
(Fl-Sl) неспецифический сигнал не наблюдали.

Таким образом, PHF10, субъединица ремоде-
лирующего хроматин комплекса PBAF, взаимо-
действующая с активатором c-FOS и PHF10, мо-
жет участвовать в активации транскрипции c-
FOS-зависимых генов.

При стимуляции ДВП в нейрональных культурах 
PHF10 перемещается из ядра в цитоплазму,

а затем транслоцируется в ядро вместе c с-FOS
На первой стадии ДВП наблюдается первич-

ная однократная стимуляция нейронов и кратко-
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временная экспрессия генов, ответственных за
возникновение синапсов при последующей дол-
говременной стимуляции. c-Fos – это ген раннего
ответа, и белок c-FOS начинает транслироваться
в цитоплазме нейронов в ответ на стимуляцию
ДВП через 30–90 мин [3]. При определенных сти-
мулах c-FOS может локализоваться не только в
ядре, но и в цитоплазме и дендритах нейронов,
например клеток Пуркинье [22]. Ранее мы обна-
руживали и ядерную, и цитоплазматическую ло-
кализацию PHF10 в клетках [15]. Быстрое изме-
нение локализации транскрипционных факто-
ров – транспорт из цитоплазмы в ядро или из
ядра в цитоплазму с возможной последующей де-
градацией или возвращением в ядро, может быть
одним из вариантов регуляции экспрессии генов.

Мы предположили, что взаимодействие c-FOS
и PHF10 может обуславливать их одновременное
перемещение между ядром и цитоплазмой нейро-
на. На культуре клеток головного мозга новорож-
денных мышей изучена динамика экспрессии и
локализации белков c-FOS и PHF10 при стимуля-
ции ДВП с помощью KCl. Первичные нервные
клетки после выделения культивировали в тече-
ние 22 дней до достижения состояния зрелых
нейронов. Далее для индукции ДВП культуру об-
рабатывали 50 мМ KCl и последовательно фикси-

ровали с промежутком 1 ч в течение 6 ч. Иммуно-
окрашивание клеток антителами, специфически
узнающими c-FOS, показало, что c-FOS появля-
ется в нейрональных клетках через 1 ч после сти-
муляции ДВП. Первоначально c-FOS локализу-
ется в цитоплазме, затем постепенно транслоци-
руется в ядро и через 5–6 ч после индукции
становится полностью ядерным (рис. 2).

Интересно, что PHF10 присутствует в ядрах
нейрональных клеток до индукции ДВП. Однако
через 1 ч после индукции локализация PHF10 ме-
няется на цитоплазматическую (рис. 2).

Далее локализация PHF10 и c-FOS совпадает:
через 4 ч PHF10 вместе с c-FOS перемещается об-
ратно в ядро. Полностью PHF10 и c-FOS находи-
лись в ядрах через 5 ч после обработки нейро-
нальной культуры KCl (рис. 2).

Таким образом, c-FOS начинает интенсивно
экспрессироваться в ответ на стимуляцию нейро-
нальных культур KCl и в течение 5 ч транслоциру-
ется из цитоплазмы в ядро. PHF10 после стимуля-
ции KCl быстро (в течение 1 ч) перемещается в
цитоплазму, но затем через 5 ч возвращается вме-
сте с c-FOS в ядро.

Рис. 1. а – Коиммунопреципитация c-FOS из лизата клеток HEK293Т с помощью антител к PHF10. Верхняя панель –
вестерн-блот, окрашенный антителами к PHF10. Нижняя панель – вестерн-блот, окрашенный антителами к c-FOS.
PHF10-IP – осаждение антителами к PHF10, output – истощенный антителами лизат после осаждения. Стрелками по-
казаны формы c-FOS, которые копреципитируются антителами к PHF10. б – Коиммунопреципитация Fl-PHF10-
Pl/Sl (две изоформы PHF10 – Fl-Pl и Fl-Sl) из лизата клеток HEK293T при совместной экспрессии с HA-c-FOS с по-
мощью антител к HA-эпитопу. Верхняя панель – вестерн-блот, окрашенный антителами к Flag-эпитопу. Нижняя па-
нель – вестерн-блот, окрашенный антителами к HA-эпитопу. HA-c-FOS и Fl-PHF10-Sl (Fl-Sl) использованы в каче-
стве контроля неспецифического осаждения на HA-агарозу. HA-IP – осаждение HA-c-FOS-антителами к НА-эпито-
пу. Input – исходный клеточный лизат. Справа указаны молекулярные массы (55 и 70 кДа) маркерных белков.
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Изменение локализации PHF10 при стимуляции KCl 
специфично для нейрональной культуры

Явление ДВП, наблюдаемое в первичных дис-
социированных нейрональных культурах в ответ
на стимуляцию KCl, специфично для зрелых ней-
ронов. Мы выявили изменение локализации тран-
скрипционного коактиватора PHF10 в этих культу-
рах и проверили специфичность этого свойства для
нейронов. В качестве контроля использовали куль-
туру клеток HEK293T, в которой PHF10 экспресси-
руется на высоком уровне.

Клетки HEK293T высаживали на стекла, обра-
батывали KCl и фиксировали с такими же вре-
менными промежутками (в течение 6 ч с интерва-
лом 1 ч). Мы выполнили окрашивание PHF10 ан-
тителами и выявили постоянную интенсивную
локализацию PHF10 в ядре в каждой временной
точке после обработки KCl (рис. 3). Ядерная ло-
кализация PHF10 не изменялась в ответ на стиму-
ляцию клеток HEK293T с помощью KCl.

Таким образом, изменения локализации PHF10
специфичны для нейрональных культур. Быстрая
транслокация PHF10 из ядра в цитоплазму и после-
дующая колокализация с c-FOS может быть связа-
на с особенностями регуляции экспрессии генов
в ответ на стимуляцию ДВП.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Транскрипционный фактор c-FOS является
сильным активатором транскрипции. В частно-

сти, c-FOS активирует гены пролиферации, ней-
ропластичности и гены ответа на стресс. В про-
цессах активации генов важную роль играют
также коактиваторные комплексы – ремоделеры
хроматина. В частности, ремоделирующий хро-
матин комплекс PBAF важен для пролиферации
и дифференцировки нейрональных клеток го-
ловного мозга млекопитающих [13–15]. Мы по-
казали, что c-FOS взаимодействует с одной из
специфических субъединиц комплекса PBAF –
PHF10, которая отвечает за связывание комплекса
с хроматином на регуляторных областях гена и за
привлечение на промотор РНК-полимеразы II [15].

Транскрипция гена FOS характерна для недав-
но активированных нейронов и необходима для
ДВП – усиления синаптической передачи сигна-
ла между нейронами, сохраняющейся на протя-
жении длительного времени [23]. На срезах коры
головного мозга крысы показано, что максималь-
ная экспрессия c-FOS наблюдается через 1.5 ч по-
сле стимуляции [24]. А на срезах гиппокампа мы-
ши установлено, что экспрессия c-FOS макси-
мальна через 2 ч после стимуляции нейронов [25].
В наших экспериментах, выполненных на пер-
вичной нейрональной культуре, максимальный
уровень экспрессии c-FOS наблюдали через 3 ч, а
максимальную концентрацию c-FOS в ядре – че-
рез 5–6 ч. Возможно, это связано с недостаточной
дифференцировкой первичной культуры нейро-
нальных клеток, культивированных на чашках.

Также мы изучили изменение локализации
PHF10. Белок PHF10, самый нестабильный из

Рис. 2. Иммуноцитохимический анализ экспрессии и локализации транскрипционных активаторов PHF10 и c-FOS в
первичных диссоциированных нейрональных культурах в ответ на стимуляцию 50 мМ KCl. Белыми стрелками обо-
значены ядра (иммунофлуоресцентное окрашивание антителами к PHF10). Белая шкала в секторе DAPI, 0 ч обозна-
чает масштаб, равный 20 мкМ. PHF10 + DAPI – наложение двух каналов – PHF10 и DAPI.
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всех субъединиц PBAF, сильно фосфорилирован
и частично локализуется в цитоплазме клеток
[20]. Обычно белки, обладающие этими свойства-
ми, интенсивно регулируются в ответ на внешние
стимулы и сами действуют как активаторы раз-
личных транскрипционных процессов. Быстрая
транслокация транскрипционного фактора из яд-
ра в цитоплазму – еще один способ регуляции
транскрипции. Например, FOXO1 в ответ на сти-
муляцию IGF-1 фосфорилируется киназой Akt1 и
экспортируется из ядра. При этом активируются
многие гены фазы G1/S клеточного цикла [26].
Еще один пример – онкосупрессор Rb, который
при обработке миофибрилл скелетных мышц че-
ловека TNF-α фосфорилируется киназой CDK4
и также уходит из ядра, что приводит к снятию ре-
прессии генов, отвечающих за пролиферацию кле-
ток [27].

В ответ на обработку клеток KCl РHF10 быстро
перемещается из ядра в цитоплазму, что может
приводить к ингибированию ряда генов, активно
транскрибирующихся и ремоделирующихся ком-
плексом PBAF. Однако затем вместе с c-FOS, ак-
тиватором PHF10, возвращается в ядро, что ведет
к активации паттернов других генов, ответствен-
ных за синаптогенез и формирование пластично-
сти нервной ткани. Возможно также, что c-FOS,
взаимодействует с PHF10 в цитоплазме, и PHF10
способствует его транслокации в ядро на таргет-
ные сайты хроматина для последующей актива-
ции специфических генов (рис. 4).

Таким образом, изменение локализации PHF10
и его колокализация с активатором c-FOS может
регулировать изменение паттернов экспрессиру-
ющихся генов в ответ на стимуляцию ДВП.

Рис. 3. Иммуноцитохимический анализ экспрессии и локализации PHF10 в клетках HEK293T в ответ на стимуляцию
50 мM KCl. Белыми стрелочками обозначены ядра (иммунофлуоресцентное окрашивание антителами к PHF10). Бе-
лая шкала в секторе DAPI 0 ч обозначает масштаб, равный 20 мкМ. PHF10 + DAPI –наложение двух каналов – PHF10
и DAPI.
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Рис. 4. Схема экспрессии и транслокации c-FOS и PHF10 в нейрональных клетках в ответ на стимуляцию ДВП с по-
мощью KCl. До стимуляции PHF10 в составе комплекса PBAF находится в ядре, отвечая за транскрипцию некоторого
набора генов (0ч-KCl). Через 1 ч после стимуляции в цитоплазме начинает экспрессироваться c-FOS, а PHF10 транс-
лоцируется из ядра в цитоплазму. Предполагается, что экспрессия таргетных генов прекращается. PHF10 взаимодей-
ствует с c-FOS (1ч-KCl. Через 5 ч после стимуляции c-FOS и PHF10 локализуются в ядре, стимулируя транскрипцию
других генов – генов вторичного ответа, активируемых c-FOS (5ч-KCl). 0ч-KCl, 1ч-KCl, 5ч-KCl – время с момента об-
работки KCl нейрональных клеток – до обработки, 1 и 5 ч соответственно.
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PHF10, A SUBUNIT OF THE PBAF CHROMATIN REMODELING COMPLEX, 
CHANGES ITS LOCALIZATION AND INTERACTS WITH c-FOS DURING

THE INITIATION OF LONG-TERM POTENTIATION
IN THE NEURONAL CULTURE

A. M. Azieva1, 2, *, A. A. Sheynov1, D. A. Kirillova2, E. V. Tatarskiy1,
S. G. Georgieva1, 3, and N. V. Soshnikova1

1 Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
2 National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, 123182 Russia

3 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
*e-mail: so2615nat@gmail.com

The chromatin-remodeling complex PBAF interacts with many transcriptional activators and is recruited to
the target chromatin regions. PBAF plays an important role in maintaining and modifying chromatin struc-
ture in mammalian cells. Transcription factor PHF10, a subunit of the PBAF complex, is required for the pro-
liferation of neuronal progenitors during early stages of mouse brain development and gene expression in dif-
ferentiated neurons. We have shown that PHF10 interacts with the protein c-FOS, a protein of the early re-
sponse gene c-fos. The c-FOS is transcriptional activator, which is expressed in response to induction of long-
term potentiation (LTP). LTP induction triggers the transcription of genes with following proteins synthesis
that provide neuronal changes leading to long-term contacts between neurons. We have shown that after LTP
induction, c-FOS is initially localized in the cytoplasm and then moves to the nucleus in cells of a differenti-
ated neuronal culture. Before LTP induction PHF10 is expressed in nucleus of neuronal cells. However, 1 h
after induction, PHF10 is detected in the cytoplasm together with c-FOS, and then both of them move into
the nucleus. Importantly, this behavior of PHF10 in response to KCl stimulation is specific for neuronal cul-
tures. It is assumed that during LTP, PHF10, together with c-FOS, participates in the activation of secondary
response genes that regulate the maintenance of plastic modifications and homeostasis of neuronal synapses.
The export of PHF10 from the nucleus and its rapid return together with c-FOS to the nucleus are possibly
necessary for the rapid modulation of the expression of targeted secondary response genes during LTP.

Keywords: PHF10, PBAF, c-FOS, neuronal cultures, long-term potentiation
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