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Последние достижения в области функциональной геномики позволили идентифицировать 
тысячи коротких открытых рамок считывания (sORF) в 5′-лидерах мРНК млекопитающих. Хотя 
большинство sORF, по всей видимости, не кодирует функциональные белки, установлено, что 
небольшое их количество эволюционирует как белок-кодирующие гены. В результате десятки 
таких sORF уже аннотированы как белок-кодирующие гены. мРНК, которые содержат и бе-
лок-кодирующую sORF, и аннотированную белок-кодирующую открытую рамку считывания, 
называют бицистронными. В этой работе рассматриваются три гена, ASNSD1, SLC35A4 и MIEF1, 
из которых происходят соответствующие бицистронные мРНК. Обсуждается функциональная 
роль соответствующих белковых продуктов и регуляция трансляции этих бицистронных мРНК, 
а  также то, как такая необычная организация генов могла возникнуть в процессе эволюции.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: инициация трансляции, реинициация, проскальзывающее сканирование, 
двойное кодирование, бицистронная мРНК.
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Принятые сокращения: ISR  – интегрированный стрессовый ответ; PFDL  – префолдин-подобный модуль; 
sORF  – короткая открытая рамка считывания; uORF  – открытая рамка считывания в 5′-лидере мРНК.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Ранние работы Marylin Kozak позволили уста-
новить основные принципы регуляции трансля-
ции в клетках эукариот, которые основаны на 
сканировании рибосомой 5′-лидеров мРНК  [1]. 
В соответствии с моделью сканирования, m7G-кеп, 
расположенный на 5′-конце всех молекул мРНК, 
узнаётся фактором инициации eIF4F. Этот фактор 
привлекает 43S рибосомный комплекс на мРНК за 
счёт взаимодействия между eIF4F и eIF3. Затем 
43S рибосомный комплекс начинает сканирова-
ние 5′-лидера мРНК до тех пор, пока не происхо-
дит узнавание стартового кодона (обычно AUG). 
После этого происходит диссоциация инициатор-
ных факторов, присоединение 60S субчастицы, и 
начинается синтез полипептида (см. соответству-
ющие обзоры  [2–5]).

Последовательности 5′-лидеров мРНК оказы-
вают значительное влияние на процесс скани-
рования, поскольку препятствия на пути скани-
рующей рибосомы могут снижать количество 
рибосомных комплексов, которые достигают 
стартового кодона. Интересно отметить, что при-
мерно половина мРНК млекопитающих содержит 
как минимум один AUG-кодон в своих 5′-лидерах, 
что приводит к возникновению коротких откры-
тых рамок считывания, uORF  [6–10]. Метод рибо-
сомного профилирования, который позволяет 
детектировать транслирующие рибосомы с одно-
нуклеотидным разрешением на полногеномном 
уровне  [11], позволил обнаружить множествен-
ные трансляционные события в 5′-лидерах мРНК. 
Этот результат делает устаревшим ранее исполь-
зуемый термин «5′-нетранслируемая область»  
(5′-НТО).
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Функциональная роль uORF интенсивно из-
учается. Множество работ посвящено изучению 
регуляторной функции uORF в регуляции транс-
ляции продукта основной рамки считывания, од-
нако мы не будем подробно останавливаться на 
этом аспекте, поскольку он подробно обсуждается 
в недавних обзорных статьях  [4,  12–21]. Однако  
некоторые uORF кодируют функциональные бел-
ки. Бицистронными мРНК называют те мРНК, 
которые кодируют два белка в двух разделённых 
открытых рамках считывания. Такая организация 
позволяет регулировать соотношение двух белко-
вых продуктов на трансляционном уровне. В дан-
ной работе обсуждаются три наиболее хорошо 
изученные бицистронные мРНК млекопитающих 
и приводятся данные об их трансляционной регу-
ляции. Также в данной работе выдвинут ряд пред-
положений о том, как изменение соотношения 
двух белков, закодированных в бицистронных 
мРНК, может влиять на клеточную физиологию.

ASDURF–ASNSD1

Генетический локус ASNSD1 кодирует слабо 
охарактеризованный белок, который предпо-
ложительно имеет глутамин-гидролизирующую 
активность. Кроме того, в этом локусе закоди-
рован короткий белок-кодирующий ген ASDURF 
(ENSG00000286053), который может экспрессиро-
ваться или как отдельная открытая рамка счи-
тывания за счёт использования альтернативного 
сайта полиаденилирования, расположенного в эк-
зоне  4 (внутри кодирующей последовательности 
ASNSD1), или как вышерасположенная открытая 
рамка считывания. По данным CAGE (cap analysis 
gene expression), полученным в ходе выполнения 
проекта FANTOM5  [22] (анализ проводился в ге-
номном браузере Zenbu  [23]), эти два гена имеют 
общий единственный промотор. Таким образом, 
ASNSD1 может транслироваться только с бици-
стронной мРНК, которая также содержит выше-
расположенный ASDURF (рис.  1,  а, рис.  1П При-
ложения, а).

Белок ASDURF, также известный как 
ASNSD1-SEP, изначально был идентифицирован 
Slavoff et  al.  [28] при использовании пептидом-
ного подхода, оптимизированного для идентифи-
кации коротких полипептидов. С использованием 
масс-спектрометрии разведения изотопов (isotope 
dilution mass spectrometry [29]) было показано, что 
внутриклеточная концентрация ASDURF в клетках 
K562 составляет 386 молекул на клетку [28]. Функ-
ция ASDURF оставалась неизвестной до 2020 года, 
когда Cloutier et  al. показали, что он является субъ-
единицей префолдин-подобного модуля (PFDL), 
входящего в состав комплекса PAQosome  [30]. 

PAQosome, или Rvb1–Rvb2–Tah1–Pih1/prefoldin-like 
(R2TP/PFDL)-комплекс, является специфическим 
шапероном, отвечающим за сборку и созревание 
многих ключевых мультисубъединичных белко-
вых комплексов в клетках млекопитающих  [31]. 
У млекопитающих этот комплекс состоит из двух 
модулей, R2TP и PFDL. Cloutier et  al. сначала при-
менили метод биотинилирования от сближения 
(proximity-dependent biotinylation, BioID), чтобы 
идентифицировать белки, взаимодействующие с 
двумя субъединицами PAQosome, PIH1D1 и UXT. 
Оказалось, что эндогенный ASDURF был обогащён 
в обоих экспериментах. Затем авторы примени-
ли аффинную очистку с помощью FLAG-тэга для 
двух других субъединиц, RPAP3 и URI1, и провели 
детекцию белковых партнёров с помощью масс-
спектрометрии. В этом случае ASDURF также был 
обнаружен среди обогащённых белковых парт-
нёров. Более того, очистка с помощью ASDURF–
FLAG позволила идентифицировать другие субъ-
единицы PAQosome, что подтверждает тот факт, 
что ASDURF является интегральным компонентом 
PFDL-модуля. Сборка in  vitro комплекса PFDL из 
очищенных компонентов показала, что ASDURF 
является шестой субъединицей гетерогексамер-
ного комплекса PFDL, который также содержит 
субъединицы UXT1, PFDN6, PDRG1, URI1 и PFDN2. 
Взаимодействие ASDURF с другими субъединица-
ми PFDN было независимо подтверждено Hofman 
et  al.  [32].

PAQosome вовлечена в регуляцию активности 
многих мультисубъединичных и рибонуклеопро-
теиновых комплексов, таких как рибонуклеопро-
теины семейства L7Ae (snoRNP (малые ядрыш-
ковые рибонуклеопротеины) box C/D и H/ACA, 
snRNP (малые ядерные рибонуклеопротеины) U4, 
теломеразная и селенобелковая мРНП), snRNP U5, 
киназные комплексы Phosphatidylinositol 3-kinase-
related (PIKKs) (ATM, ATR, DNA-PKcs, mTOR, SMG-1 
и TRRAP) и РНК-полимеразы  I, II и III  [33–38]. 
Если ASDURF необходим для функционирования 
PAQosome, то его отсутствие может повлиять на 
жизнеспособность клетки. Недавно, используя 
скринирование с помощью CRISPR–Cas9, Hofman 
et  al.  [32] показали, что инактивация ASDURF сни-
жает жизнеспособность клеток MYC-направляемой 
медуллобластомы. Важно отметить, что возобнов-
ление экспрессии ASDURF возвращало жизнеспо-
собность клеток. In  vivo нокаут ASDURF увеличи-
вал общую выживаемость мышей с ксенографтами 
D425 MYC-направляемых клеток медуллобластомы. 
Интересно отметить, что нокаут ASDURF in  vitro 
снижал включение бромоуридина в S-фазе кле-
точного цикла, что говорит о возможной актив-
ности ASDURF/PFDL в контроле клеточного цикла.

Значительно меньше известно про ASNSD1, 
который закодирован во втором цистроне. 
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Рис. 1. ASDURF–ASNSD1. а  – Данные Riboseq и RNAseq для гена ASNSD1, полученные с помощью геномного 
браузера GWIPS-Viz  [24]. Эволюционная консервативность нуклеотидов у 100 позвоночных показана как сиг-
нал PhyloP (phyloP100way)  [25]. б  – Данные Riboseq из транскриптомного браузера Ribocrypt (ribocrypt.org, 
подготавливается к публикации), рибосомные футпринты окрашены в цвета, соответствующие трём от-
крытым рамкам считывания, показаны внизу диаграммы. в  – Множественное выравнивание последова-
тельности, проведённое с помощью инструмента CodAlignView («CodAlignView: a tool for exploring signatures  
of protein-coding evolution in an alignment», I.  Jungreis, M.  Lin, M.  Kellis, in preparation), использован набор 
выравниваний hg30_100. г  – Структуры и выравнивание белков ASDURF Homo  sapiens, Gallus  gallus и Danio 
rerio. Структурные модели получены с помощью AlphaFold3  [26]. Выравнивание последовательностей про-
водилось с помощью ClustalW  [27]. д  – Схематическое представление бицистронной мРНК ASDURF–ASNSD1. 
AUG-кодоны, расположенные перед вторым цистроном, отмечены цветными стрелками. Функциональная 
роль соответствующих белковых продуктов показана на схеме внизу
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ASNSD1 имеет N-концевой домен class-II glutamine 
amidotransferase и C-концевой домен asparagine 
synthase  B, принадлежащий к суперсемейству 
adenine nucleotide alpha hydrolase (AANH). Этот бе-
лок, скорее всего, вовлечён в синтез аспарагина.

Анализ данных рибосомного профилирова-
ния человеческих клеточных линий показывает 
наличие трёх транслируемых участков: короткой 
uORF, кодирующей двухаминокислотный MP-пеп-
тид (расположена на расстоянии 46  нуклеотидов 
от первого цистрона), ASDURF (первый цистрон) 
и ASNSD1 (второй цистрон) (рис.  1,  б). Триплет-
ная периодичность сигнала рибосомного профи-
лирования соответствует трансляции этих трёх 
открытых рамок считывания. ASDURF транслиру-
ется на порядок более эффективно по сравнению 
с ASNSD1, что, по всей видимости, говорит о том, 
что первый цистрон подавляет трансляцию вто-
рого цистрона (рис.  1,  б). Однако интересно отме-
тить, что в экспериментах с репортерными кон-
струкциями мутация стартового кодона ASDURF 
активировала трансляцию люциферазы, слитой 
со стартовым кодоном второго цистрона, всего 
в 2  раза  [39], что меньше ожидаемого эффекта. 
По  всей видимости, в случае, когда стартовый 
AUG-кодон ASDURF мутирован, рибосомы начи-
нают инициировать на тех AUG-кодонах внутри 
открытой рамки считывания ASDURF, которые в 
норме не узнаются.

Филогенетический анализ показал, что после-
довательность ASDURF, которая соответствует пер-
вому экзону, консервативна у млекопитающих, в 
то же время последовательности 2 и 3  экзонов 
содержат множественные синонимичные замены 
также в геномах позвоночных (рис.  1,  в). Анализ 
ASNSD1-генов Gallus  gallus и Danio  rerio показал, 
что эти животные имеют альтернативные первые  
экзоны, содержащие AUG-кодон в рамке счи-
тывания ASDURF. Из-за этого N-концевая часть 
ASDURF является наиболее вариабельной. Одна-
ко, в соответствии с моделированием с помощью 
AlphaFold  3, эти белки тем не менее могут иметь 
похожую структурную организацию, соответству-
ющую структуре b-префолдина (рис.  1,  г).

Каким образом может регулироваться транс-
ляция бицистронной мРНК ASDURF–ASNSD1? 
Чтобы исследовать эффективность инициации на 
AUG-кодонах, мы исследовали данные о количе-
ственном анализе трансляционной эффективно-
сти AUG-кодонов со всеми возможными комби-
нациями нуклеотидного контекста в положении 
от −6 до +5  [40]. Эффективность контекстов старто-
вых кодонов находится в диапазоне от  12 (самые 
неэффективные) до  150 (самые эффективные). 
Интересно отметить, что все AUG-кодоны, рас-
положенные перед ASNSD1, включая стартовый 
кодон ASDURF, имеют средние или слабые кон-

тексты (рис.  1,  д). Основываясь на этих данных, 
мы предполагаем, что трансляция ASNSD1 может 
регулироваться или в условиях изменения эф-
фективности узнавания стартовых кодонов, или 
при регуляции скорости элонгации трансляции. 
Усиление инициации на неоптимальных AUG-
кодонах или снижение скорости рибосом, транс-
лирующих первый цистрон ASDURF, должно, в 
свою очередь, значительно снижать трансляцию 
второго цистрона ASNSD1.

SLC35A4URF–SLC35A4

Генетический локус SLC35A4 кодирует белок, 
для которого изначально была предсказана актив-
ность в трансмембранном транспорте пиримиди-
новых нуклеотидов, связанных с сахарами. Кроме 
того, в этом локусе находится короткий белок-ко-
дирующий ген ENSG00000293600, который распо-
ложен перед SLC35A4. По аналогии с описанным 
ранее случаем мы предлагаем называть этот ген 
SLC35A4URF. SLC35A4URF может транслироваться 
либо как отдельная открытая рамка считывания, 
если используется альтернативный сайт поли-
аденилирования между SLC35A4 и SLC35A4URF, 
или в составе бицистронной мРНК. На основании 
анализа данных CAGE, полученных в ходе выпол-
нения проекта FANTOM5  [22] (анализ проводился 
в геномном браузере Zenbu  [23]), можно заклю-
чить, что SLC35A4 может транслироваться только 
с  бицистронной мРНК (рис.  2,  а, рис.  П1,  б).

В 2015  г. мы предсказали, что вышерасполо-
женная короткая открытая рамка считывания в 
гене SLC35A4 может кодировать функциональный 
белок [41]. Функциональная роль SLC35A4URF, или 
SLC35A4-MP, изучалась в двух недавних работах, 
где было показано, что этот белок связан с мито-
хондриями  [42,  43]. Yang et  al.  [43] показали, что 
белок SLC35A4URF локализован в митохондриях. 
Используя ко-иммунопреципитацию и после-
дующую масс-спектрометрию, а также анализ с 
помощью Вестерн-блоттинга, авторы показали, 
что изучаемый белок взаимодействует с бел-
ками внешней мембраны митохондрий, в част-
ности, с VDAC1 и VDAC3. Кроме того, эксперимен-
ты по совместному окрашиванию показали, что 
SLC35A4URF колокализуется с маркером внешней 
митохондриальной мембраны TOMM20. Rocha 
et  al. [42] создали кроличьи поликлональные ан-
титела против SLC35A4URF и также показали, что 
этот белок локализован в митохондриях. Однако 
на основании экспериментов с протеиназой  К 
был сделан вывод о том, что SLC35A4URF являет-
ся белком не внешней, а внутренней мембраны 
митохондрий. Эти результаты согласуются с нали-
чием однопроходного трансмембранного домена, 
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Рис. 2. SLC35A4URF–SLC35A4. а  – Данные Riboseq и RNAseq для гена SLC35A4, полученные с помощью геном-
ного браузера GWIPS-Viz [24]. Эволюционная консервативность нуклеотидов у 100 позвоночных показана как 
сигнал PhyloP (phyloP100way)  [25]. б  – Данные Riboseq из транскриптомного браузера Ribocrypt (ribocrypt.org, 
подготавливается к публикации), рибосомные футпринты окрашены в цвета, соответствующие трём от-
крытым рамкам считывания, показаны внизу диаграммы. в  – Данные Riboseq и RNAseq для гена SLC35A4  
Danio rerio, полученные с помощью геномного браузера GWIPS-Viz  [24]. г  – Множественное выравнивание 
последовательности, проведённое с помощью CodAlignView («CodAlignView: a tool for exploring signatures of 
protein-coding evolution in an alignment», I.  Jungreis, M.  Lin, M.  Kellis, in preparation), использован набор вы-
равниваний hg30_100 E. д  – Схематическое представление бицистронной мРНК SLC35A4URF-SLC35A4. AUG-
кодоны, расположенные перед вторым цистроном, отмечены цветными стрелками. Функциональная роль 
соответствующих белковых продуктов показана на схеме внизу
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расположенного между аминокислотами  62 и 84 
в SLC35A4URF  [42].

Было показано, что функциональная роль 
SLC35A4URF связана с дыхательной цепью мито-
хондрий. Используя редактирование генома, Rocha 
et al. создали соответствующую нокаутную линию 
HEK293T и показали, что потеря SLC35A4URF при-
водит к значительному подавлению базального 
и максимального дыхания, а также дыхания при 
утечке протонов. Интересно отметить, что трёх-
кратное повышение экспрессии SLC35A4URF в 
клетках MCF7 нарушает клеточный рост, что со-
провождается потерей мембранного потенциала 
митохондрий. Кроме того, происходит активация 
транскрипции генов, вовлечённых в пути, связан-
ные с активностью митохондрий, такие как ответ 
на гипоксию и негативная регуляция мембран-
ного потенциала митохондрий. Эти результаты 
говорят о том факте, что количество SLC35A4URF 
должно строго регулироваться для поддержания 
оптимального клеточного роста.

Функциональная роль продукта второго ци-
строна, SLC35A4, связана с регуляцией гликозили-
рования в аппарате Гольджи. SLC35A4 и его пара-
лог SLC35A1 могут быть вовлечены в транспорт 
CDP-рибитола (CDP-ribitol) из цитоплазмы в аппа-
рат Гольджи  [44]. CDP-рибитол, который синтези-
руется в цитоплазме с помощью фермента ISPD, 
используется для сборки сложного гликана на 
гликобелке α-дистрогликане (α-dystroglycan) при 
помощи ферментов аппарата Гольджи FKTN и 
FKRP  [45]. Эта модификация с помощью остатков 
рибитола необходима для правильного взаимо-
действия α-дистрогликана с белками внеклеточ-
ного матрикса, такими как ламинин. Локализация 
экзогенного белка SLC35A4 в аппарате Гольджи 
была показана Rocha et  al.  [42].

Данные Riboseq для бицистронной мРНК 
SLC35A4URF–SLC35A4 показывают, что первый 
цистрон транслируется эффективно, при этом 
трансляция второго цистрона практически не де-
тектируется (рис.  2,  а  и  б). После открытой рамки 
считывания первого цистрона, имеющей длину 
312  нт, следует спейсер длиной 407  нт, который 
содержит несколько AUG-кодонов (всего перед 
вторым цистроном находятся 11  AUG). Филогене-
тический анализ показал, что спейсерный регион 
является наименее консервативным в геномах 
позвоночных (рис.  2,  г). Интересно отметить, что 
данные рибосомного профилирования для Danio 
rerio, у которой межцистронный спейсерный 
участок гораздо короче по сравнению с челове-
ком, показывают трансляцию обоих цистронов 
(рис.  2,  в).

Регуляция трансляции бицистронной мРНК 
SLC35A4URF-SLC35A4 при интегрированном стрес-
совом ответе (ISR) была обнаружена в двух неза-

висимых исследованиях [41, 46]. При развитии ISR 
трансляция SLC35A4 значительно увеличивается, 
что сопровождается подавлением трансляции 
первого цистрона. Andreev et al. [41] использовали 
репортерные конструкции, в которых второй ци-
строн был заменён геном люциферазы светлячка. 
В нормальных условиях трансляция кепирован-
ной бицистронной мРНК давала очень низкие, 
но детектируемые значения люциферазной актив-
ности. Эти значения были на два порядка ниже 
значений для репортерной мРНК с коротким 
5′-лидером. После обработки арсенитом, который 
вызывает фосфорилирование фактора инициации 
eIF2, трансляция второго цистрона увеличива-
лась, в то время как трансляция контрольной ре-
портерной мРНК подавлялась примерно в  10  раз. 
Таким образом, последовательность мРНК перед 
вторым цистроном SLC35A4 достаточна для при-
дания устойчивости к стрессу. Анализ последо-
вательности показывает, что все 11  AUG-кодонов,  
расположенных перед вторым цистроном, име-
ют неоптимальные нуклеотидные контексты 
(рис.  2,  д). Вероятно, трансляция второго цистро-
на возможна благодаря проскальзывающему ска
нированию.

Подводя итог, можно предположить, что 
трансляционный контроль SLC35A4URF-SLC35A4 
может связывать митохондриальное дыхание и 
межклеточный матрикс. При ISR трансляция пер-
вого цистрона снижается, что должно приводить 
к снижению активности дыхательной цепи мито-
хондрий. В то же время стресс-зависимая актива-
ция трансляции второго цистрона, SLC35A4, мо-
жет стимулировать созревание α-дистрогликана. 
Стоит отметить, что трансляция SLC35A1, кото-
рый также вовлечён в транспорт CDP-рибитола, 
значительно подавляется при стрессе, вызванном 
обработкой арсенитом  [41]. Интересно, что при 
оверэкспрессии SLC35A4 в клетках, в которых 
отсутствует SLC35A1, гликозилирование α-дистро-
гликана восстанавливается, однако молекулярный 
вес его гликозилированной формы значительно 
снижается  [44]. По всей видимости, SLC35A4 спо-
собен менять паттерн гликозилирования своего 
субстрата. Можно предположить, что в условиях 
стресса паттерн гликозилирования α-дистроглика-
на может меняться из-за изменения соотношения 
белков SLC35A4 и SLC35A1.

MIURF–MIEF1

На основании филогенетического анализа 
вышерасположенной открытой рамки считыва-
ния было выдвинуто предположение, что гене-
тический локус MIEF1 может кодировать бици-
стронную мРНК [41]. Продукт трансляции второго 
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цистрона, MIEF1, играет роль в регуляции деления 
и слияния митохондрий. Кроме того, в первом ци-
строне (ENSG00000285025) закодирован небольшой 
белок MIURF. Этот белок локализован в митохон-
дриях и, возможно, также способен регулировать 
активность MIEF1. На основании анализа данных 
CAGE, полученных в ходе выполнения проекта 
FANTOM5  [22] (анализ проводился в геномном 
браузере Zenbu  [23]), было выяснено, что MIURF 
и MIEF1 имеют общий промотор (рис.  1П,  в).

MIEF1 (также известен как MID51) и MIEF2 
(также известен как MID49) являются двумя схо-
жими белками, открытыми в 2011 году. Эти белки 
вовлечены в регуляцию динамики митохондрий, 
поскольку при их подавлении или оверэкспрессии 
меняется морфология митохондрий  – происходит 
их деление или слияние  [47]. Белки семейства 
MIEF являются белками внешней митохондриаль-
ной мембраны. Эти белки содержат однопроход-
ный трансмембранный домен на своём N-конце, 
при этом большая часть белка ориентирована в 
цитозоль. Белки семейства MIEF являются рецеп-
торами, связывающими как белки, активирующие 
слияние митохондрий (MFN1 и MFN2), так и белок 
DRP1, активирующий деление митохондрий  [48]. 
Было показано, что белки семейства MIEF могут 
образовывать олигомеры, а также взаимодейство-
вать со своими цитоплазматическими доменами, 
что может приводить к сближению и последую-
щему слиянию соседних митохондрий  [48].

Белок MIURF, закодированный в первом ци-
строне, имеет две различные активности: он ре
гулирует трансляцию в митохондриальном мат-
риксе, а также регулирует активность MIEF1, 
который локализован на цитоплазматической 
стороне внешней мембраны митохондрий. MIURF 
был впервые обнаружен в составе интермедиата 
сборки большой рибосомной субчастицы мито-
хондрий. Незрелые рибосомные субъединицы ми-
тохондрий были выделены из клеточной линии, 
полученной на основе HEK293S, и проанализиро-
ваны с помощью криоэлектронной микроскопии. 
Авторы обнаружили дополнительную электрон-
ную плотность рядом с белком uL14m. Исполь-
зуя алгоритмы предсказания пространственной 
структуры на основе электронной плотности, а 
также проведя анализ белков методом масс-спек-
трометрии, исследователи идентифицировали 
три белка: MALSU, mt-ACP и MIURF (на момент 
публикации этот белок назывался L0R8F8). Было 
предположено, что этот белковый модуль пред-
отвращает преждевременную ассоциацию рибо-
сомных субчастиц  [49]. Rathore et  al.  [50] полу-
чили дополнительное подтверждение того, что 
MIURF вовлечён в регуляцию митохондриальной 
трансляции. Используя разные подходы, авторы 
показали, что MIURF взаимодействует с митохон-

дриальной рибосомой, и что MIURF стимулирует 
митохондриальную трансляцию. Важно отметить: 
в этих двух работах было показано, что митохон-
дриальные рибосомы взаимодействуют с эндо-
генным белком MIURF, что является серьёзным 
аргументом, подтверждающим вовлечённость 
этого белка в процесс трансляции в митохондри-
ях. До конца не ясно, является ли MIURF только 
фактором биогенеза рибосом, или он также спо-
собен напрямую участвовать в процессе транс- 
ляции.

Другая активность MIURF была обнаружена в 
2020  году. Chen et  al.  [51] применили полногеном-
ный скрининг CRISPR, чтобы идентифицировать 
неканонические открытые рамки считывания, ко-
торые влияют на клеточный рост, и в результате 
MIURF попал в список наиболее значимых обна-
ружений. Далее, авторы показали, что экзоген-
ный MIURF, слитый с тэгом, способен физически 
взаимодействовать с продуктом второго цистро-
на MIEF1. Важно отметить, что и тэгированный 
MIEF1 позволил выделить MIURF. Интересно от-
метить, что оверэкспрессия MIURF приводит к 
делению митохондрий, а нокаут MIURF приводит 
к повышенному слиянию митохондрий. Данный 
эффект может быть устранён при экзогенной экс-
прессии MIURF. Эти результаты показывают, что 
MIURF может влиять на активность MIEF1 за счёт 
регуляции взаимодействий с белками, регулирую-
щими деление и слияние митохондрий.

Для того чтобы понять, как может регу-
лироваться трансляция бицистронной мРНК 
MIURF-MIEF1, мы проанализировали данные ри-
босомного профилирования (рис.  3,  а  и  б) и про-
вели филогенетический анализ (рис.  3,  в). Данные 
Riboseq говорят о трансляции обоих цистронов в 
бицистронной мРНК. У человека перед вторым 
цистроном находятся 5  AUG-кодонов. С третьего 
AUG-кодона в неоптимальном нуклеотидном кон
тексте начинается трансляция MIURF. Анализ 
геномов позвоночных говорит о том, что откры-
тая рамка считывания MIURF консервативна у 
позвоночных, в то же время спейсер между двумя 
цистронами менее консервативен. Поскольку все 
пять AUG-кодонов имеют неоптимальные нук-
леотидные контексты, можно предположить, что 
трансляция второго цистрона может регулиро-
ваться за счёт проскальзывающего сканирования  
(рис.  3,  г).

Интересно отметить, что трансляция MIURF 
и MIEF1 дифференциально регулируется в про-
цессе развития ISR, индуцированного обработкой 
клеток арсенитом  [41]. В условиях стресса значи-
тельно снижается соотношение трансляции пер-
вого цистрона MIURF и второго цистрона MIEF1. 
Этот результат говорит о возможности того, 
что трансляционный контроль MIURF и MIEF1  
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Рис. 3. MIURF–MIEF1. а  – Данные Riboseq и RNAseq для гена MIEF1, полученные с помощью геномного брау-
зера GWIPS-Viz  [24]. Эволюционная консервативность нуклеотидов у 100  позвоночных показана как сигнал 
PhyloP (phyloP100way)  [25]. б  – Данные Riboseq из транскриптомного браузера Ribocrypt (ribocrypt.org, под-
готавливается к публикации), рибосомные футпринты окрашены в цвета, соответствующие трём открытым 
рамкам считывания, показаны внизу диаграммы. в  – Множественное выравнивание последовательности, 
проведённое с помощью CodAlignView («CodAlignView: a tool for exploring signatures of protein-coding evolution 
in an alignment», I.  Jungreis, M.  Lin, M.  Kellis, in preparation), использован набор выравниваний hg30_100.  
г – Схематическое представление бицистронной мРНК MIURF-MIEF1. AUG-кодоны, расположенные перед вто-
рым цистроном, отмечены цветными стрелками. Функциональная роль соответствующих белковых продук-
тов показана на схеме внизу
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может оказывать влияние на различные мито-
хондриальные процессы. При нормальных усло-
виях MIURF продуцируется больше, чем MIEF1. 
Протеомный анализ, проведённый в работе 
Delcourt et al. [52], показал, что отношение белков 
MIURF/MIEF при нормальных условиях роста для 
клеток HEK293, HeLa и клеток кишечника чело-
века составляет 2,71, 5,73 и 2,62 соответственно. 
Поскольку MIURF синтезируется в цитоплазме, 
он способен в первую очередь связаться с MIEF1, 
который локализован на поверхности внешней 
мембраны митохондрий. Избыток молекул MIURF, 
по-видимому, затем транспортируется в митохон-
дриальный матрикс для участия в созревании ми-
тохондриальных рибосом. При стрессе отношение 
количества MIURF и MIEF1 снижается. Если все 
имеющиеся молекулы MIURF окажутся связаны в 
комплексе с MIEF1, биогенез рибосом в митохон-
дриях будет заблокирован. Эта гипотеза требует 
экспериментального подтверждения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе проведён анализ данных о 
трансляционной регуляции и функциональной 
роли трёх бицистронных мРНК, которые эволю-
ционно консервативны у позвоночных. Во всех 
трёх случаях два цистрона играют различные 
функциональные роли. В связи с этим возникает 
вопрос о том, каким образом данные бицистрон-
ные мРНК могли возникнуть в ходе эволюции. 
Стоит отметить, что все три гена имеют парало-
ги, соответствующие их вторым цистронам (ASNS; 
SLC35A1, A2, A3, A5 и MIEF2), при этом у таких 
паралогов нет соответствующих вышерасполо-
женных открытых рамок считывания. На осно-
вании этого можно предположить, что ASNSD1, 
SLC35A4 и MIEF1 могли образоваться в процессе 
дупликации генов, при котором произошло объ-
единение с первыми цистронами, которые до 
этого функционировали индивидуально. Такие 
слияния привели к образованию регуляторных 
систем, которые контролируются на трансляци-
онном уровне, что по какой-то причине оказало 
положительное влияние на жизнеспособность 
организма и сохранилось в процессе эволюции. 
Интересно отметить, что межцистронные после-
довательности, которые должны оказывать зна-
чительное влияние на регуляцию трансляции, в 
целом менее консервативны по сравнению с ци-
стронами. Вероятно, эти последовательности эво-
люционировали по-разному у разных животных, 
чтобы обеспечивать точный трансляционный 
контроль. В качестве примера можно привести 
ген SLC35A4, в котором межцистронный спейсер 
у человека имеет значительно большую длину и 

больше AUG-кодонов (5 и 1  AUG) по сравнению с 
Danio rerio.

Необычная бицистронная организация мРНК 
предполагает наличие специфических механиз-
мов трансляционного контроля. Изменения в 
активности компонентов трансляционного аппа-
рата способны привести к быстрому изменению 
трансляции белков, закодированных в первых 
и вторых цистронах. Действительно, для двух 
из трёх описанных бицистронных мРНК было 
показано, что их трансляция дифференциально 
регулируется в условиях ISR, когда концентрация 
тройного комплекса eIF2–Met–tRNAi–GTP (tRNAi  – 
инициаторная тРНК) становится лимитирующей. 
Весьма вероятно, что регуляция трансляции этих 
мРНК не ограничивается ISR. Мы обнаружили, что 
во всех трёх случаях AUG-кодоны, расположенные 
перед вторым цистроном, имеют неоптимальные 
нуклеотидные контексты. Исходя из этого, можно 
предположить, что регуляция трансляции может 
осуществляться в условиях, при которых меня-
ется эффективность выбора стартовых кодонов. 
Ключевые факторы инициации, влияющие на 
эффективность выбора стартовых кодонов  – это 
eIF1 и eIF5 [53–59]. Повышенный уровень eIF1 сни-
жает инициацию на неоптимальных стартовых 
кодонах, eIF5 имеет противоположный эффект.  
Мы предполагаем, что эти факторы инициации 
способны регулировать трансляцию бицистрон-
ных мРНК, обсуждаемых в рамках данной работы. 
eIF4G2, также известный как DAP5 – ещё один бе-
лок, способный регулировать трансляцию бици-
стронных мРНК. В нескольких недавних работах 
показано, что eIF4G2 может регулировать транс-
ляцию мРНК, имеющих короткие открытые рам-
ки считывания в своих 5′-лидерах. Эта регуляция 
осуществляется либо за счёт проскальзывающего 
сканирования, либо за счёт реинициации [60–65]. 
В частности, было показано, что eIF4G2 регули-
рует трансляцию мРНК POLG, которая кодирует 
два различных белка, POLG и POLGARF [66]. Очень 
интересно выяснить, какие факторы отвечают за 
дифференциальную трансляцию двух цистронов 
в случае ASNSD1, SLC35A4 и MIEF1.

Количество аннотированных бицистронных 
мРНК продолжает увеличиваться. Недавно 25 ко-
ротких открытых рамок считывания в 5′-лидерах 
были аннотированы как новые белок-кодирую-
щие гены  [67]. Изучение функциональной роли 
этих новых белок-кодирующих генов позволит 
понять принципы эволюционирования геномов 
и установить новые случаи связанности различ-
ных клеточных процессов за счёт трансляцион-
ного контроля новых бицистронных мРНК. Для 
изучения этих случаев будут полезны приведён-
ные в данной работе примеры: ASNSD1, SLC35A4 
и MIEF1.
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Recent advances in functional genomics have allowed identification of thousands of translated 
short open reading frames (sORFs) in the 5′  leaders of mammalian mRNA transcripts. While most 
sORFs are unlikely to encode functional proteins, a small number have been shown to have evolved 
as protein-coding genes. As a result, dozens of these sORFs have already been annotated as pro-
tein-coding ORFs. mRNAs that contain both a protein-coding sORF and an annotated coding sequence 
(CDS) are referred to as bicistronic transcripts. In this study, we focus on three genes – ASNSD1, 
SLC35A4, and MIEF1 – which give rise to bicistronic mRNAs. We discuss recent findings regarding 
functional investigation of the corresponding polypeptide products, as well as how their translation  
is regulated, and how this unusual genetic arrangement may have evolved.
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