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ВВЕДЕНИЕ

Изобретение метода высокопроизводительного 
рибосомного профилирования позволило обнару-
жить трансляцию множества молекул РНК, а также 
участков матричных РНК (мРНК), которые пре-
жде считались некодирующими [1]. Последующие 
исследования раскрыли важную роль многих про-
дуктов трансляции “некодирующих” РНК [2–4]. 
Интересным примером “некодирующих” участков 
мРНК являются малые открытые рамки считыва-
ния (малые ОРС), расположенные в их 5’-нетранс-
лируемой области (5’-НТО). Далее мы будем назы-
вать их вышележащие ОРС по аналогии с upstream 
ORF или uORF в англоязычной литературе [1]. 
Особенность функционирования вышележащих 
ОРС заключается в том, что они могут как регули-
ровать экспрессию гена, влияя на трансляцию ни-
жележащей основной ОРС гена, так и кодировать 

малые функциональные белки, роль которых может 
быть напрямую не связана с функцией кодируемого 
геном белка [5, 6].

Одним из известных генов, содержащих регуля-
торные вышележащие ОРС, является ATF4, коди-
рующий главный фактор транскрипции, необходи-
мый для восстановления клеток в условиях стресса 
[7]. мРНК гена ATF4 обладает двумя вышележащи-
ми ОРС, консервативными среди млекопитающих, 
которые подавляют трансляцию основной ОРС в 
нормальных условиях, но при этом способствуют 
ее трансляции при различных стрессах [8].

Интересный пример вышележащей ОРС рас-
положен в гене ASNSD1, вовлеченном в биосинтез 
аспарагина. Данная вышележащая ОРС кодирует 
малый белок ASDURF [9]. ASDURF является одной 
из 12 субъединиц кошаперонного комплекса PAQ-
сомы [9], который вовлечен в биогенез ряда белко-
вых комплексов [10].

В работах по полногеномному скринингу ге-
нов человека при помощи системы CRISPR-Cas9, 
выявлен ген PRPF19, который критически необ-
ходим для жизнеспособности клеток различных 
линий [11, 12]. Белок PRPF19 представляет собой 
высококонсервативный фактор сплайсинга, кото-
рый включен в состав комплекса Prp19/NTC [13]. 
Основную функцию этого комплекса связывают 
с процессингом РНК и ответом на повреждение 
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ДНК [13]. В данной работе, чтобы выяснить роль 
вышележащей ОРС в мРНК гена PRPF19 мы про-
верили, может ли транслироваться в клетках данная 
вышележащая ОРС при помощи репортерной кон-
струкции, и изучили, как ее инактивация влияет на 
жизнеспособность клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культуры клеток. Клетки HEK293T (произво-
дная линия из почки эмбриона человека) и HAP1 
(практически гаплоидная производная линия из 
хронического миелолейкоза человека) растили в 
среде DMEM/F12 и IMDM соответственно (Gibco) с 
добавлением аланил-глутамина (GlutaMAX, Gibco), 
10%-й эмбриональной телячьей сыворотки (FBS, 
Gibco) в присутствии 100 единиц/мл пенициллина 
и 100 мкг/мл стрептомицина (Gibco) при 37 °C в ат-
мосфере 5% CO2. Конфлюентность культур иссле-
довали с помощью инвертированного микроскопа. 
Клетки были проверены на отсутствие микоплазмы 
(MycoReport, «Евроген»).

Клетки трансфицировали согласно протоколу 
производителя, используя набор Lipofectamine 3000 
Transfection Reagent (Invitrogen). С помощью этого 
же набора получали лентивирусные частицы соглас-
но примечанию по применению от производителя.

Для анализа конкуренции клетки трансдуци-
ровали вирусными частицами, кодирующими 
гидовую РНК/Cas9 и ген зеленого флуоресцент-
ного белка (EGFP), примерно с 50%-й эффектив-
ностью и оценивали процент выживших клеток c 
флуоресценцией EGFP на проточном цитометре 
MACSQuant Analyser (Miltenyi Biotec) в течение не-
скольких суток.

Быстрая амплификация 5’-концов кДНК 
(5’RACE) 5’RACE проводили согласно протоколу 
производителя (5’ RACE System for Rapid Amplification 
of cDNA Ends, version 2.0, Invitrogen). РНК выделя-
ли из клеток HEK293T при помощи набора PureLink 
RNA Mini Kit (Invitrogen). Для получения кДНК и 
последующей амплификации использовали оли-
гонуклеотиды 5’-GTCTTCCCTCTCTTCTTGC-3’ 
и 5’-GGTTAGCACAGTGGCTTTGTC-3’ соответ-
ственно.

Плазмиды и конструкции. Плазмида для про-
верки трансляции вышележащей ОРС сдела-
на на основе вектора pHaloTag-EGFP (Addgene 
#86629), в котором последовательность HaloTag 
заменили на последовательность, соответствую-
щую 5’-концу основной изоформы мРНК гена 
PRPF19 со вставкой последовательности HiBiT 
перед стоп-кодоном вышележащей ОРС.

Плазмида для внесения случайных мутаций с 
помощью CRISPR-Cas9 сделана на основе векто-
ра LeGO-iG2 (Addgene #27341), в которую перед 

SFFV промотором поместили последовательность 
из вектора lentiGuide-Puro (Addgene #52963) от  
U6-промотора до остова гидовой РНК с терми-
натором транскрипции. Направляющую после-
довательность гидовой РНК клонировали в полу-
ченный вектор путем отжига олигонуклеотидов 
и их лигирования в вектор после рестрикции 
BsmBI. Использовали следующие олигонуклеоти-
ды: 5’-CACCGCTACGCTAGCATCGCTCGGC-3’ 
и 5’-AAACGCCGAGCGATGCTAGCGTAGC-3’, 
5’-CACCGAGCGCTACGCTAGCATCGCT-3’ и 
5’-AAACAGCGATGCTAGCGTAGCGCTC-3’ 
для вышележащей ОРС PRPF19;5’-
CACCGCGCGACGACTCAACCTAGTC-3’ и 
5’-AAACGACTAGGTTGAGTCGTCGCGC-3’ 
для отрицательного контроля; 
5’-CACCGATACGTGCAAATTCACCAGA-3’ и 
5’-AAACTCTGGTGAATTTGCACGTATC-3’, 
5’-CACCGTGGCCAGGTTGCGGTCGCAG-3’ и 
5’-AAACCTGCGACCGCAACCTGGCCAC-3’ для 
положительных контролей (на ген PCNA).

Детекция люциферазной активности,  
опосредованной HiBiT. Для детекции активно-
сти люциферазы, образующейся при связыва-
нии большой субъединицы люциферазы LgBiT 
и пептида HiBiT, использовали набор Nano-Glo 
HiBiT Lytic Detection System (Promega) в 96-лу-
ночном формате согласно протоколу произво-
дителя. Интенсивность люминесценции (RLU) 
каждого образца определяли с помощью Victor 
X5 plate reader (Perkin Elmer).

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз проводили с использованием программного 
обеспечения GraphPad Prism 6.0 (GraphPad, США). 
Статистическую значимость определяли с помо-
щью t-теста не менее чем для трех повторов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно базе данных Ensemble основ-
ной изоформой мРНК гена PRPF19 является 
ENST00000227524. Простым способом выявления 
ОРС в РНК является анализ интересующей по-
следовательности при помощи транскриптомного 
браузера Trips-Viz [14], который позволяет визуа-
лизировать данные рибосомного профилирования. 
Используя Trips-Viz, можно распределить сово-
купные данные рибосомного профилирования из 
разных исследований по трем возможным рамкам 
считывания. 

Чтобы оценить, с какими участками основной 
изоформы мРНК гена PRPF19 связаны трансли-
рующие рибосомы (рис. 1), мы выбрали в Trips-Viz 
режим однозначного отнесения прочтений из ри-
босомного профилирования, таким образом, все 
отображенные данные должны относиться только к 
транскриптам гена PRPF19.



ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ       том  515       2024

39МРНК PRPF19 КОДИРУЕТ МАЛУЮ ОТКРЫТУЮ РАМКУ

Мы обнаружили, что помимо аннотирован-
ной основной ОРС в рамке считывания № 3, от-
меченной синим (см. рис. 1), в 5’-НТО основной 
изоформы мРНК также присутствует отмеченный 
красным профиль, который относится к рамке счи-
тывания № 1 (см. рис. 1) и содержит только один 
стоп-кодон, который расположен в начале транс-
крипта. Все это свидетельствует о том, что в 5’-НТО 
мРНК гена PRPF19 может транслироваться выше-
лежащая ОРС. Интересно, что при этом в 5’-НТО 
отсутствует старт-кодон AUG, поэтому трансляция 
такой вышележащей ОРС должна начинаться с не-
канонического старт-кодона.

Чтобы подтвердить, что трансляция вышеле-
жащей ОРС гена PRPF19 начинается с неканони-
ческого старт-кодона, мы выбрали только данные 
профилирования в Trips-Viz, полученные при оста-
новке рибосом на стадии инициации трансляции 
в условиях обработки клеток харрингтонином или 
лактимидомицином (рис. 2). 

Полученный суммарный профиль инициирую-
щих рибосом из разных исследований показывает, 
что трансляция вышележащей ОРС может начи-
наться с нескольких старт-кодонов. Красные пики 
в области 5’-НТО мРНК на графике соответствуют 
кодонам CUG, GUG, AUC, которые близки к AUG 
и могут выступать в качестве старт-кодонов при 
инициации трансляции [15].

Вероятность трансляции вышележащей ОРС в 
мРНК гена PRPF19 высока, о чем свидетельствует 

сопоставимое и даже большее содержание рибо-
сом, особенно инициирующих на ней, в сравне-
нии с основной ОРС. Для этого мы подтвердили, 
что в клетках человека HAP1 присутствует только 
одна изоформа мРНК гена PRPF19. Для этого мы 
получили кДНК, используя два олигонуклеотида, 
комплементарные 7 и 8 экзонам PRPF19, и прове-
ли анализ изоформ мРНК гена PRPF19 методом 
5’RACE. Экзоны 7 и 8 содержатся во всех анноти-
рованных в Ensemble транскриптах гена PRPF19, 
которые содержат хотя бы часть первого экзона 
основной изоформы, где расположена предполага-
емая вышележащая ОРС. Мы смогли обнаружить 
только последовательность, которая полностью со-
ответствует основной изоформе мРНК гена PRPF19 
из Ensemble. Таким образом, данные рибосомного 
профилирования могут относиться только к одной 
мРНК гена PRPF19.

Перед изучением вышележащей ОРС необхо-
димо подтвердить, что она действительно транс-
лируется. С этой целью мы поместили последова-
тельность, соответствующую 5’-концу мРНК гена 
PRPF19, включая начало ОРС белка PRPF19, пе-
ред ОРС зеленого флуоресцентного белка (EGFP). 
В данной репортерной конструкции мы добавили 
на C-конец предполагаемого пептида последова-
тельность белковой метки HiBiT, состоящую из 11 
аминокислот (рис. 3А). HiBiT позволяет детекти-
ровать наличие пептида в образце за счет люми-
несценции, которая возникает при комлемента-
ции неактивной субъединицы люциферазы LgBiT 

Рис. 1. Рибосомное профилирование основной изоформы мРНК гена PRPF19 человека (ENST00000227524) 
согласно базе Ensemble, отображенное в транскриптомном браузере Trips-Viz. На схеме внизу отмечены разными 
цветами три возможные рамки считывания и соответствующие им профили на графике. На схеме рамок считывания 
черным отмечены стоп-кодоны (UGA, UAA, UAG), белым отмечены старт-кодоны (AUG).
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меткой HiBiT. В качестве контрольной конструк-
ции использовали исходный вектор без вставки 
последовательности 5’-конца мРНК гена PRPF19. 
Мы трансфицировали клетки HEK293T получен-
ными конструкциями и измерили люцифераз-
ную активность, опосредованную HiBiT (см. рис. 
3Б). Сигнал люминесценции в лизатах клеток, 
трансфицированных репортерной конструкцией, 
примерно в 120 раз превышал фоновый сигнал, 
наблюдаемый в лизатах клеток, трансфициро-
ванных контрольной конструкцией (см. рис. 3Б). 
Таким образом, мы показали, что вышележащая 
ОРС в 5’-НТО мРНК гена PRPF19 может трансли-
роваться в клетках человека in vitro.

Таким образом, мы подтвердили трансляцию 
вышележащей ОРС в мРНК гена PRPF19 челове-
ка. Мы решили проверить, кодирует ли эта ОРС 
малый белок. Функциональность продукта транс-
ляции можно косвенно оценить, определив кон-
сервативность кодирующей его ОРС. Для этого 

мы выбрали первый предполагаемый старт-кодон 
как начало ОРС у человека и выровняли последо-
вательности вышележащей ОРС среди млекопи-
тающих в геномном браузере CodAlignView [16] 
(рис. 4А).

Мы обнаружили, что вышележащая ОРС в 
мРНК гена PRPF19 высококонсервативна среди 
многих млекопитающих, тем не менее присутству-
ет ряд несинонимичных замен, а также вставок и 
делеций, которые должны приводить к замене ами-
нокислот в белковом продукте (см. рис. 4А). При 
этом многие потенциальные старт-кодоны некон-
сервативны (рис. 4А), что указывает на возможную 
эволюционную пластичность в инициации транс-
ляции данной вышележащей ОРС. Поэтому мы 
выровняли последовательности кодируемого ей 
белка среди некоторых млекопитающих (см. рис. 
4Б). Мы обнаружили, что рассмотренный белок 
в целом умеренно консервативен среди млекопи-
тающих, однако он более консервативен в C-кон-

Рис. 2. Профилирование инициирующих рибосом основной изоформы мРНК гена PRPF19 человека 
(ENST00000227524) согласно базе Ensemble, отображенное в транскриптомном браузере Trips-Viz. На схеме разными 
цветами отмечены три возможные рамки считывания и соответствующие им профили на графике. На схеме внизу 
черным отмечены стоп-кодоны (UGA, UAA, UAG), белым отмечены старт-кодоны (AUG).
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цевой части. Таким образом, данная малая ОРС и 
кодируемый ей белок могут быть важны для жизне-
способности клетки.

Далее мы оценили, влияют ли мутации в после-
довательности данной вышележащей ОРС на жиз-
неспособность клетки. Для этого мы подобрали две 
наиболее специфичные гидовые РНК, нацеленные 
на середину вышележащей ОРС, так что расстояние 
от старта транскрипции или от начала основной 
ОРС гена PRPF19 до ближайшего места разрезания 
составляло 71 и 128 нуклеотидов соответственно, и 
использовали их для внесения случайных мутаций 
с помощью системы CRISPR-Cas9. Таким образом, 
возникающие мутации не должны влиять на транс-
крипцию гена PRPF19 или трансляцию основной 
ОРС, но будут инактивировать вышележащую ОРС 
при сдвиге рамки считывания. Мы провели экспе-
римент по анализу конкуренции между клетками 
дикого типа и клетками с набором образующихся 
случайных мутаций в вышележащей ОРС при экс-
прессии гидовой РНК (рис. 5). В качестве поло-
жительного контроля использовали гидовые РНК, 
нацеленные на ген PCNA, который необходим 
для репликации ДНК, а в качестве отрицательно-
го – гидовую РНК, не имеющую комплементарного 
участка в геноме.

Мы обнаружили, что экспрессия гидовых РНК, 
инактивирующих вышележащую ОРС в PRPF19, но 
не контрольной гидовой РНК, снижает жизнеспо-
собность клеток (см. рис. 5).

Полученные в работе данные указывают на то, 
что вышележащая ОРС в мРНК гена PRPF19 может 
транслироваться в клетках человека in vitro. При 
этом кодируемый ею малый белок консервативен 
среди млекопитающих. Мутации в вышележащей 
ОРС приводят к снижению жизнеспособности кле-
ток человека. Таким образом, либо потеря малого 
белка, либо нарушение регуляторной активности 
вышележащей ОРС приводит к снижению жизне-
способности клеток человека.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Итак, 5’-нетранслируемая область мРНК гена 
PRPF19 содержит вышележащую ОРС, которая 
транслируется в клетках человека in vitro, как было 
показано с использованием репортерной конструк-
ции. Инактивация данной вышележащей ОРС сни-
жает жизнеспособность клеток человека. Консерва-
тивность белка, кодируемого вышележащей ОРС в 
мРНК гена PRPF19, среди млекопитающих указы-
вает на то, что именно он может быть необходим для 

Рис. 3. Подтверждение трансляции вышележащей ОРС гена PRPF19 с помощью репортерной конструкции: схема 
репортерной конструкции. Часть ОРС белка PRPF19 соединена с ОРС EGFP. вОРС  –  вышележащая ОРС (А); 
измерение люциферазной активности, опосредованной HiBiT, в лизатах клеток после трансфекции репортерными 
конструкциями. Показаны средние значения и стандартные отклонения для 4 независимых трансфекций. 
RLU – относительные световые единицы; *** – p-значение < 0.001 (Б).
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Рис. 5. Анализ конкуренции между клетками HAP1 дикого типа и клетками, экспрессирующими гидовые РНК, в течение 
нескольких дней. Показана относительная доля клеток, экспрессирующих гидовую РНК и EGFP, по третьему дню после 
трансдукции лентивирусами. Показаны средние значения и стандартное отклонение для трех независимых заражений 
клеток. ** – p-значение < 0.01. “вОРС” – вышележащая ОРС.

Рис. 4. Анализ консервативности вышележащей ОРС гена PRPF19 среди млекопитающих: выравнивание 
вышележащей ОРС гена PRPF19 в геномном браузере CodAlignView среди некоторых млекопитающих. Указаны 
положения первого старт-кодона вышележащей ОРС у человека по данным на рис. 2 и стоп-кодона (A); Выравнивание 
последовательностей белков, кодируемых вышележащей ОРС в мРНК гена PRPF19, среди указанных видов в 
MSA4U [17]often encoding so-called leader peptides. Начало белка выбрано по первому возможному старт-кодону в 
соответствующей рамке считывания (Б).
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жизнеспособности клетки. В то же время нельзя ис-
ключать, что данная вышележащая ОРС регулиру-
ет трансляцию основной ОРС, и содержание белка 
PRPF19 в клетке соответственно. Регуляторная роль 
вышележащей ОРС в мРНК гена PRPF19 также мо-
жет иметь значение для жизнеспособности клетки.
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PRPF19 mRNA ENCODES A SMALL OPEN READING FRAME THAT  
IS IMPORTANT FOR VIABILITY OF HUMAN CELLS
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High-throughput ribosome profiling demonstrated the translation of thousands small open reading frames 
located in the 5′ untranslated regions of messenger RNAs (upstream ORFs). Upstream ORF can both perform a 
regulatory function by influencing the translation of the downstream main ORF, and encode a small functional 
protein or microprotein. In this work, we showed that the 5′ untranslated region of the PRPF19 mRNA encodes 
an upstream ORF that is translated in human cells. Inactivation of this upstream ORF reduces the viability of 
human cells.
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