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Гены длинных межгенных некодирующих РНК (lincRNA) в большом количестве представлены у
млекопитающих, но их функции остаются в значительной степени неизвестными. Одним из воз-
можных способов их изучения является использование крупномасштабных сравнений различных
характеристик lincRNA с характеристиками кодирующих белок генов, для которых имеется множе-
ство функциональной информации. Характерной особенностью белок-кодирующих генов у млеко-
питающих является высокая эволюционная консервативность первичных последовательностей
экзонов и экзон-интронной структуры. Хотя консервативность первичных последовательностей
экзонов lincRNA не столь выражена, как у белок-кодирующих генов, но, тем не менее, она суще-
ственно выше, чем у интронов генов lincRNA. Сравнительный анализ предполагаемых позиций ин-
тронов в генах lincRNA в разных геномах млекопитающих свидетельствует о том, что некоторые ин-
троны lincRNA сохранялись более 100 млн лет. Поэтому возможно, что первичная и/или вторичная
структура этих молекул является функционально важной.
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ВВЕДЕНИЕ
В последние годы растет интерес к длинным не-

кодирующим РНК (lncRNA) – относительно но-
вым объектам исследования в области геномики.
Однако, несмотря на множество усилий, lncRNA
по-прежнему имеют статус геномной “темной ма-
терии” (Ponting, Belgard, 2011; Kapusta, Feschotte,
2014). Действительно, в то время как роль других не-
кодирующих молекул РНК (рибосомных, транс-
портных, малых ядерных, антисмысловых, малых
ядрышковых, микро- и piwi-взаимодействующих)
уже четко определена, функции lncRNA остаются
в значительной степени неизвестными (Goodrich,
Kugel, 2006; Mercer et al., 2009; Ng et al., 2013; Ka-
pusta, Feschotte, 2014). Даже их определение не-
сколько расплывчато: lncRNA – некодирующие
транскрипты длиной более 200 нуклеотидов
(Ponting, Belgard, 2011). Существует популярное
мнение, что подавляющее большинство lncRNA
является побочным продуктом фоновой тран-
скрипции (van Bakel, Hughes, 2009; Robinson,
2010). Эта точка зрения основана на их типично

низком уровне экспрессии и слабой эволюцион-
ной консервативности по сравнению с белок-ко-
дирующими последовательностями и малыми
РНК, такими как miRNA и snoRNA (Marques,
Ponting, 2009). Тем не менее, некоторые из lncRNA
содержат эволюционно консервативные области
(Siepel et al., 2005), и большая часть lncRNA демон-
стрирует более низкую по сравнению со среднеге-
номной скорость замен и инсерций/делеций, что
указывает на существование селективного отбора
(Ponjavic et al., 2007; Guttman et al., 2009; Managadze
et al., 2011; Guttman, Rinn, 2012; Kannan et al., 2015).
Хотя величина экспрессии lncRNA часто невысока
(Bertone et al., 2004; Amaral et al., 2013), комбинация
различных экспериментальных подходов, приме-
ненных к транскриптомам нескольких видов, при-
вела к массовому открытию новых транскриптов.
Например, только проект FANTOM каталогизи-
ровал более 30000 предполагаемых длинных не-
кодирующих транскриптов в тканях мыши путем
клонирования полноразмерной кДНК (компле-
ментарная ДНК, англ. сDNA) (Liu et al., 2006).
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Хотя последовательности большинства lncRNA
намного менее консервативны, чем последова-
тельности белков, степень ортологии между на-
борами соответствующих lncRNA неожиданно
высока, а именно, от 60 до 70% генов lncRNA яв-
ляются общими для человека и мыши (Managadze
et al., 2013).

Большинство lncRNA демонстрируют специ-
фическую субклеточную локализацию и являются
процессированными (полиаденилированными и
сплайсированными); это наблюдение позволяет
утверждать, что функциональной является, веро-
ятно, их зрелая форма (Kapusta, Feschotte, 2014;
Vance, Ponting, 2014). Другим признаком функци-
ональности продуктов lncRNA может быть то, что
значительная часть “эволюционного ограничения”
на последовательность lncRNA, вероятно, лока-
лизована в регуляторных элементах сплайсинга
(Chodroff et al., 2010; Schuler et al., 2014). Это под-
разумевает, что корректный сплайсинг интронов
важен для работы lncRNA. Действительно, подав-
ляющее большинство lncRNA с определеенной
клеточной функцией, по-видимому, действуют в
процессированной форме (Kapusta, Feschotte,
2014; Vance, Ponting, 2014). Сравнительный анализ
более 3000 генов lncRNA мыши позволил предпо-
ложить, что сохранение экзон-интронной струк-
туры может быть общим свойством lncRNA (Pon-
javic et al., 2007). Было обнаружено, что 65 и 40%
|GT–AG| сайтов сплайсинга lncRNA мыши сохра-
няются у крысы и человека соответственно. Эти
числа значительно превышают количество кон-
сервативных интронных GT и AG динуклеоти-
дов, которые не участвуют в сплайсинге, что ука-
зывает на эволюционную консервативность сиг-
налов сплайсинга lncRNA (Ponjavic et al., 2007).

Среди транскриптов существуют многочис-
ленные длинные межгенные некодирующие РНК
(lincRNA), то есть молекулы РНК длиной более
200 нуклеотидов, которые кодируются вне других
идентифицированных генов. Одной из наиболее
изученных к настоящему времени lincRNA явля-
ется Xist, которая участвует в инактивации Х-хро-
мосомы самок плацентарных млекопитающих
(Brockdorff et al., 1992; Chang et al., 2006). РНК Xist
эволюционно происходит от белок-кодирующего
гена Lnx3, который потерял свою способность
кодировать белок и стал псевдогеном у ранних
плацентарных. Затем последовала интеграция
мобильных элементов (Duret et al., 2006; Elisa-
phenko et al., 2008). Четыре из десяти экзонов Xist,
обнаруженных у плацентарных, показывают зна-
чительное сходство последовательности с экзона-
ми гена Lnx3, тогда как остальные шесть экзонов
Xist схожи с разными транспозонами. Таким об-
разом, некоторые интроны Xist были унаследова-
ны от гена Lnx3, а некоторые, по-видимому, были
приобретены в ходе эволюции гена Xist (Elisa-
phenko et al., 2008). Анализ Xist у нескольких видов

млекопитающих показал общую консерватив-
ность ее экзон-интронной структуры (Elisaphen-
ko et al., 2008).

В данной работе мы сделали попытку провести
крупномасштабные реконструкции эволюции ин-
тронов в генах lincRNA, используя множествен-
ные геномные выравнивания. Сравнительный
анализ предполагаемых позиций интронов в ге-
нах lincRNA в различных геномах млекопитаю-
щих свидетельствует о том, что некоторые интроны
lincRNA сохраняются более 100 млн лет, и, следова-
тельно, первичная/вторичная структура этих моле-
кул, вероятно, функционально важна.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Гены lincRNA человека и мыши, соответству-

ющие геномные выравнивания и данные экс-
прессии были взяты из ранее опубликованной ра-
боты (Managadze et al., 2011), где подробно описаны
процедуры обработки данных. Набор данных из
5444 только некодирующих наборов проб мыши
был загружен из базы данных NRED (Dinger et al.,
2009), составленной на основе трех следующих
экспрессионных массивов: 1) Custom noncoding
microarray, мышь – 5000 проб (Dinger et al., 2009);
2) GNF SymAtlas, человек – 1200 проб, мышь –
6000 проб; 3) Allen Brain Atlas, мышь – 1300 проб.
После фильтрации наборов проб, которые не по-
пали в межгенные области, и установления вза-
имнооднозначных отношений между идентифика-
торами РНК и их соответствующими идентифика-
торами набора проб, мы получили окончательный
набор из 2390 lincRNA мыши (NCBI GenBank Ac-
cession IDs of RNAs), из которых 977 содержали
интроны. После фильтрации наборов зондов с
очень низкими медианными уровнями экспрессии,
а также с неточным картированием в геноме, был
получен окончательный набор из 2013 lincRNA мы-
ши, включая 918 lincRNA, содержащих интроны.
Для человека были скачаны данные для 917 набо-
ров проб, и такая же процедура удаления слабо
экспрессирующихся или неточно картированных
lincRNA дала окончательный набор из 519 lincRNA,
включая 211 генов, содержащих интроны. Геном-
ные координаты и последовательности экзонов и
интронов генов lincRNA человека и мыши были
загружены из UCSC Table Browser (Karolchik et al.,
2004) из таблиц all_mrna сборок геномов мыши
mm8 и человека hg18. Множественные выравни-
вания этих областей были получены в системе
Galaxy (Goecks et al., 2010). Использовались два
разных варианта множественного выравнивания
с референсными геномами человека (hg18) и мыши
(mm8) из UCSC genome database (Haeussler et al.,
2019). Для нашего анализа были использованы
следующие виды: человек (Homo sapiens; hg18),
шимпанзе (Pan troglodytes; panTro1), корова (Bos
taurus; bosTau2), макака (Rhesus macaque; rhe-
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Mac2), мышь (Mus musculus; mm8), крыса (Rattus
norvegicus; rn4), собака (Canis familiaris; canFam2),
тенрек (Echinops telfair; echTel1), слон (Loxodonta
africana; loxAfr1), кролик (Oryctolagus cuniculus; or-
Cun1), рыба данио (Danio rerio; danRer3), опоссум
(Monodelphis domestica; monDom4), броненосец
(Dasypus novemcinctus; dasNov1), курица (Gallus
gallus; galGal2), фугу (Takifugu rubripes; fr1), игло-
брюх (Tetraodon nigroviridis; tetNig1) и лягушка
(Xenopus tropicals; xenTro1) (Managadze et al., 2011).

Анализ парсимонии был выполнен с использо-
ванием программ DNAPARS, Dollop из пакета
PHYLIP. Для того, чтобы проверить значение эво-
люционной консервативности сигналов сплай-
синга (динуклеотиды GT или GC – начало интро-
нов и AG – конец интрона) и позиций интронов,
мы оценили долю консервативных сигналов
сплайсинга (Freal). После этого мы случайно вы-
брали динуклеотиды GT/GC (или AG) из вырав-
ниваний интронных последовательностей и оце-
нили долю консервативных динуклеотидов
GT/GC (или AG) (Fsampled). Мы повторили проце-
дуру выборки 10000 раз, распределение Fsampled ис-
пользовалось для вычисления вероятности P (Freal ≤
≤ Fsampled). Эта вероятность равна доле выбранных
сигналов сплайсинга (GT/GC или AG), в которых
Fsampled равен или больше, чем Freal. Малые значе-
ния вероятности P (Freal ≤ Fsampled) ≤ 0.05 указывают
на значительную консервативность сигналов
сплайсинга. Та же процедура была повторена для
интронов, и в этом случае одновременно изуча-
лось сохранение динуклеотидов GT/GC и AG.
Расстояние между GT/GC и AG должно было
быть больше 39 нуклеотидов, как было предложено
(Deutsch, Long, 1999). Наблюдаемые распределе-
ния длин интронов у человека и мыши (табл. 1) и
частоты динуклеотидов GT/GC моделировались

во время процедуры отбора проб. Для расчета ве-
роятности P (Freal ≤ Fsampled) использовалась доля
сохраненных сигналов сплайсинга GT–AG и
GC–AG (донорные–акцепторные сайты сплай-
синга).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Исследование гена Xist

Подавляющее большинство исследований,
направленных на реконструкцию эволюции ар-
хитектуры генов эукариот, были сосредоточены
на интронах в консервативных частях белок-ко-
дирующих областей. Например, вывод о том, что
существенного приобретения интронов у млеко-
питающих не происходило (Roy et al., 2003), был
основан на данных этого типа. Однако эволюция
малоконсервативных сегментов белок-кодирую-
щих последовательностей, нетранслируемых об-
ластей белок-кодирующих генов, районов аль-
тернативного сплайсинга и генов, происходящих
из мобильных элементов, по-видимому, является
намного более быстрой и динамичной, с много-
численными приобретениями интронов у млеко-
питающих (Cordaux et al., 2006; Hong et al., 2006;
Zhang, Chasin, 2006; Zhuo et al., 2007; Szcześniak et al.,
2011). В целом, из-за отсутствия эволюционной
консервативности в районах таких генов, рекон-
струкция событий приобретения и потерь интро-
нов в их эволюции является сложной, а иногда и
неточной (особенно без экспериментальной про-
верки). Соответственно, эволюционные работы
сконцентрированы на высококонсервативных ге-
нах. Таким образом, выводы о дефиците приоб-
ретения интронов в некоторых группах эукариот,
таких как млекопитающие, частично возникают
из-за смещенной в сторону консервативности
выборки, тогда как общая динамика интронов

Таблица 1. Статистика набора данных lincRNA

Примечание: в скобках - стандартная ошибка.

Особенности генов lincRNA Мышь Человек

Количество всех lincRNA 2390 589
Количество интрон-содержащих lincRNA 979 245
Количество экзонов 3439 1194
Количество интронов 2462 949
Количество экзонов короче, чем 15 nt 41 7
Количество интронов на lincRNA 2.52 3.86
Средняя длина гена, nt 11775 (712) 17192 (1921)
Медиана длин генов, nt 2535 2626
Средняя длина экзонов, nt 524 (21) 409 (48)
Медиана длин экзонов, nt 464 356
Средняя длина интронов, nt 9621 (1631) 10562 (4539)
Медиана длин интронов, nt 2615 216
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может быть гораздо более интенсивной, чем было
принято считать ранее (Roy et al., 2003).

Эта же проблема относится к генам некодиру-
ющих РНК. Например, геномы млекопитающих
содержат множество (>10000) генов lncRNA, кото-
рые содержат многочисленные интроны (Ponting
et al., 2009). В недавнем подробном исследовании
было выявлено более 8000 генов lncRNA со сред-
ней плотностью интронов ~1.9 шт./т.п.н., и обна-
ружен частый альтернативный сплайсинг этих
некодирующих РНК с ~2.3 изоформами РНК на
ген (Cabili et al., 2011). Одной из наиболее изучен-
ных молекул lncRNA является Xist, которая участ-
вует в инактивации Х-хромосомы самок плацен-
тарных млекопитающих (Chang et al., 2006). По-
видимому, РНК Xist возникла в результате псев-
догенизации белок-кодирующего гена Lnx3 у
ранних плацентарных с последующей интеграци-
ей мобильных элементов (Elisaphenko et al., 2008).
Анализ Xist у нескольких видов млекопитающих
показал полную консервативность структуры ге-
на Xist (рис. 1). Четыре из 10 экзонов Xist, обнару-
женных у плацентарных, показывают значитель-
ное сходство последовательности с экзонами гена
Lnx3 (рис. 1), тогда как остальные 6 экзонов Xist
гомологичны различным мобильным элементам.
Таким образом, некоторые интроны Xist были
унаследованы от гена Lnx3, а некоторые, по-ви-
димому, были получены в ходе эволюции этого
гена (Elisaphenko et al., 2008). Сравнительный
анализ >3000 генов lncRNA мыши дал основания
предполагать, что сохранение экзон-интронной
структуры может быть общим свойством lncRNA
(Ponjavic et al., 2007). Было обнаружено, что 65 и
40% |GT–AG| сайтов сплайсинга lncRNA мыши
сохраняются у человека и крысы соответственно.
Эти значения существенно выше, чем количество
консервативных интронных динуклеотидов GT и
AG, которые не участвуют в сплайсинге, что ука-
зывает на эволюционную консервативность сиг-
налов сплайсинга lncRNA (Ponjavic et al., 2007).

Для детальной реконструкции происхождения и
эволюции интронов lncRNA требуются дальней-
шие сравнительные геномные исследования.

Эволюционная консервативность
и содержание мобильных элементов

в экзонах и интронах lincRNA

Эволюционная консервативность показывает
функциональную значимость молекул lincRNA.
Эволюционная консервативность может быть ис-
следована при помощи традиционного критерия
отбора в белок-кодирующих генах. Критерий опре-
деляется отношением несинонимических (Ka) к си-
нонимическим (Ks) заменам. Предполагается, что
положительный отбор наблюдается при Ka/Ks > 1, в
то время как отрицательный отбор может наблю-
даться при Ks/Ka > 1 (Hurst, 2002). При рассмот-
рении генов lincRNA скорость замен в экзонах
(Ke) можно считать аналогичной Ka, а в интронах
(Ki), соответственно, – Ks (Louie et al., 2003; Hoff-
man, Birney, 2007; Resch et al., 2007). Селективный
отбор в экзонах lincRNA потенциально может
быть определен при условии Ke/Ki < 1.

Показано (Managadze et al., 2011), что скорость
замен в экзонах lincRNA мыши значительно ни-
же скорости замен в интронах (Ke/Ki < 1)
(рис. 2а,б). Результаты исследования говорят о
том, что селективный отбор действует на экзоны
генов lincRNA, и согласуются с более ранними
наблюдениями (Ponjavic et al., 2007; Guttman et al.,
2009). Также авторы показали, что распределение
скоростей замен значительно шире для выборки
экзонов lincRNA мыши и человека, чем для вы-
борки интронов (рис. 2а,б). Это указывает на ме-
няющуюся интенсивность селективного отбора на
гены lincRNA.

В работе (Managadze et al., 2013) измерили уровень
экспрессии lincRNA с использованием микрочипов
и данных EST-последовательностей (expressed se-
quence tag). Исследователи получили высокую кор-

Рис. 1. Ген Xist эволюционировал из белок-кодирующего гена и ряда мобильных элементов. Черные прямоугольники
показывают экзоны, происходящие из гена Lnx3; темно-серые прямоугольники показывают экзоны, происходящие
из мобильных элементов; светло-серые прямоугольники соответствуют псевдогенизированному экзону у паралогич-
ного Lnx3 гена в предке всех рассмотренных видов; заштрихованные прямоугольники соответствуют остаткам белок-
кодирующих экзонов. Данные взяты из (Elisaphenko et al., 2008).

Номер
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Рис. 2. Дивергенция между экзонами (а) и интронами (б) lincRNA человека и мыши. По оси абсцисс – эволюционная
дистанция. По оси ординат – численность единиц (экзонов/интронов); количество сравненных интронов меньше,
чем экзонов, в силу особенностей их выравнивания.
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реляцию между уровнями экспрессии данных
микрочипов и EST (Pearson CC = 0.39, P < 10–62). В
экзонах lincRNA мыши наблюдалась статистиче-
ски значимая отрицательная корреляция между
скоростью эволюции последовательности и ее
уровнем экспрессии. Коэффициенты корреляции в
основном находятся в диапазоне 0.1–0.16. Напро-
тив, для интронов коэффициенты корреляции
были очень низкими и статистически не значи-
мыми. То есть была показана отрицательная кор-
реляция между скоростью эволюции и уровнем
экспрессии lincRNA.

Последовательности мобильных элементов
TEs (transposable elements) составляют значитель-
ную часть геномов у млекопитающих и, в частно-
сти, входят в состав генов lincRNA. На рис. 3а по-
казано распределение TEs в предполагаемых об-
ластях промотора, экзонах и интронах lincRNA.
Наименьшее количество TEs было обнаружено в

области промоторов, среднее количество TEs было
найдено в экзонах, а наибольшая доля TEs находи-
лась в интронах. Это распределение TEs совместимо
с ранее описанной тенденцией отсутствия TEs в
функционально важных районах белок-кодирую-
щих генов (рис. 3б; Jordan et al., 2003).

Аналогично белок-кодирующим генам плот-
ность TEs в расширенных районах промотора
оказалась значительно выше, чем плотность в ко-
ровой области промотора (Jordan et al., 2003). Доли
TEs в интронах lincRNA и белок-кодирующих ге-
нов практически идентичны, что указывает на со-
поставимые функциональные ограничения. В
экзонах и в коровой области промотора генов
lincRNA доля TEs статистически достоверно вы-
ше (P < 10–5 по тесту Фишера), чем в соответству-
ющих белок-кодирующих генах. Эти результаты
согласуются с результатами предыдущего иссле-
дования, в котором использовались разные набо-

Рис. 3. Процент содержания TEs в lincRNA (а) и mRNA (б) в геномах человека и мыши. Для гистограммы mRNA ис-
пользуются следующие сокращения: 5'UTR – 5'-нетранслируемый регион; 3'UTR – 3'-нетранслируемый регион; CDS –
белок-кодирующая последовательность.
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ры генов lincRNA (Kapusta et al., 2013). Таким об-
разом, распределение TEs в генах lincRNA явля-
ется надежной характеристикой.

Интроны lincRNA в масштабе полных геномов 
млекопитающих

Мы стремились проанализировать эволюцию
интрон-экзонной структуры генов lincRNA мле-
копитающих в масштабе полных геномов. Такой
анализ требует тщательной идентификации орто-
логичных наборов генов (наборов генов, произо-
шедших от одного гена у последнего общего
предка сравниваемых видов), а также идентифи-
кации ортологичных интронов в каждом из этих
наборов генов. Чтобы избежать потенциальных
осложнений, вызванных координированной экс-
прессией кодирующих белок генов и lincRNA, мы
решили проанализировать только наборы lincRNA
млекопитающих. Мы использовали наборы дан-
ных для человека и мыши, поскольку эти анноти-
рованные наборы lincRNA имеют известные эво-
люционные свойства и свойства экспрессии генов
(Managadze et al., 2011, 2013). Маловероятно, что
этот набор данных содержит белок-кодирующие
гены, и этот же вывод был сделан для других на-
боров данных генов lincRNA (Banfai et al., 2012;
Guttman et al., 2013). Меньший размер выборки
генов lincRNA человека по сравнению с генами
lincRNA мыши (табл. 1) не оказал заметного вли-
яния на выводы нескольких предыдущих иссле-
дований (Managadze et al., 2011, 2013; Kannan et al.,
2015). Характеристики проанализированных на-
боров lincRNA мыши и человека приведены в
таблице 1. Около 40% lincRNA человека и мыши
содержат интроны (табл. 1). На содержащие ин-
троны гены lincRNA приходится более 2 интро-
нов со средней длиной более 9000 нуклеотидов, хо-
тя медианные значения намного меньше (табл. 1).
Интересно отметить, что, несмотря на более
длинные экзоны у мыши, чем у человека, и ана-
логичные размеры интронов у обоих видов, сред-
няя длина lincRNA мыши значительно короче,
чем средняя длина lincRNA человека (Р < 0.0001,
согласно двустороннему Т-тесту Стьюдента).
Это, по-видимому, связано с большим количе-
ством интронов, присутствующих в lincRNA че-
ловека, по сравнению с lincRNA мыши (3.86 по
сравнению с 2.52 в среднем) (табл. 1). Этот ре-
зультат может отражать различия в процедурах
выборки lincRNA, хотя не следует исключать и
биологические факторы.

Эволюционная консервативность сигналов 
сплайсинга

Мы проанализировали эволюционную кон-
сервативность GT/GC (начало интрона) и AG
(конец интрона), используя попарное сравнение

генов lincRNA мыши/человека и 15 других видов
(табл. 2). В соответствии с исследованием (Pon-
javic et al., 2007), мы обнаружили значительную
консервативность сигналов сплайсинга (табл. 2).
Попарные сравнения с сигналами сплайсинга
мыши позволили сделать вывод, что доля консер-
вативных динуклеотидов GT/GC и AG у крыс со-
ставляет 73 и 68% соответственно. Для большин-
ства сравнений доля консервативных GT/GC и
AG составляла около 50–60%.

Эти числа значительно превышают количество
консервативных интронных GT/GC- и AG-динук-
леотидов, которые не участвуют в сплайсинге, что
указывает на эволюционную консервативность сиг-
налов сплайсинга в lincRNA (P (Freal ≤ Fsampled) < 0.001).
Этот результат свидетельствует о том, что гены
lincRNA мыши содержат эволюционно консерва-
тивные сигналы сплайсинга. Однако доля кон-
сервативных динуклеотидов GT/GC и AG намного
больше (около 70–80%) для сравнений интронов
lincRNA человека и ортологичных позиций у дру-
гих видов (табл. 2), уровень консервативности имеет
высокую значимость (P (Freal ≤ Fsampled) < 0.001).

Эволюционная консервативность
экзон-интронной структуры

Традиционно анализ позиций интронов в бе-
лок-кодирующих генах основывался на ортоло-
гичных положениях интронов. Для того чтобы па-
ра интронов считалась ортологичной, они должны
находиться точно в одном и том же положении в
выравненных последовательностях ортологич-
ных кодирующих белок генов. В этом исследова-
нии мы использовали менее строгое определение
ортологичных интронов на основе полногеном-
ных выравниваний: для того чтобы пара интронов
считалась ортологичной, один интрон должен быть
расположен внутри известного гена lincRNA чело-
века или мыши (табл. 1), а другой должен иметь
ортологичные GT/GC (начало интрона) и AG
(конец интрона) динуклеотиды в ортологичных
положениях, по меньшей мере, в одной последо-
вательности из геномных выравниваний. Таким
образом, мы использовали позиции интронов
мыши или человека в качестве референсной эк-
зон-интронной структуры гена. Эта процедура
может приводить к ложноположительным ре-
зультатам, поскольку некоторые динуклеотиды
могут сохраняться, но не служить при этом в ка-
честве сигналов сплайсинга. Такая же проблема
существует для сигналов сплайсинга (см. выше),
мы использовали статистические тесты для под-
тверждения значимости консервативности. Мы
применили ту же методологию для того, чтобы
сделать вывод о консервативности позиций ин-
тронов в генах lincRNA.
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Таблица 2. Консервативные сигналы сплайсинга

Вид

Попарное сравнение сайтов сплайсинга, где геном мыши – референсный

название
(число

ортологов)

донорный сайт (GT/GC) акцепторный сайт (AG)

со
вп

ад
ен

ий

не
со

вп
ад

ен
ий

со
вп

ад
ен

ий
, %

со
вп

ад
ен

ий

не
со

вп
ад

ен
ий

со
вп

ад
ен

ий
, %

Rattuефs norvegicus Крыса
(2285)

1555 569 73 1448 669 68

Oryctolagus cuniculus Кролик
(1522)

518 258 67 419 306 58

Homo sapiens Человек
(2091)

902 619 59 746 715 51

Pan troglodytes Шимпанзе
(2068)

826 606 58 703 692 50

Macaca mulatta Макака
(1971)

807 543 60 682 647 51

Bos taurus Бык
(1815)

694 402 63 560 498 53

Canis lupus familiaris Собака
(1897)

714 512 58 627 581 52

Loxodonta africana Слон
(1485)

499 247 67 428 312 58

Echinops telfairi Тенрек
(1256)

368 179 67 283 193 59

Takifugu rubripes Фугу
(203)

36 28 56 24 28 46

Monodelphis domestica Опоссум
(1068)

249 169 60 162 150 52

Dasypus novemcinctus Броненосец
(1426)

469 260 64 382 322 54

Gallus gallus Цыпленок
(472)

113 36 76 75 43 64

Danio rerio Данио
(207)

44 27 62 26 32 45

Tetraodon nigroviridis Иглобрюх
(226)

46 24 66 29 28 51

Xenopus tropicalis Лягушка
(312)

74 37 67 51 40 56
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Вид

Попарное сравнение сайтов сплайсинга, где геном человека – референсный

название
(число

ортологов)

донорный сайт (GT/GC) акцепторный сайт (AG)

со
вп

ад
ен

ий

не
со

вп
ад

ен
ий

со
вп

ад
ен

ий
, %

со
вп

ад
ен

ий

не
со

вп
ад

ен
ий

со
вп

ад
ен

ий
, %

Pan troglodytes Шимпанзе
(575)

870 19 98 867 15 98

Macaca mulatta Макака
(564)

800 53 94 828 42 95

Mus musculus Мышь
(488)

368 120 75 364 05 78

Rattus norvegicus Крыса
(476)

369 112 77 342 102 77

Oryctolagus cuniculus Кролик
(463)

445 86 84 415 114 78

Bos taurus Бык
(527)

531 122 81 484 144 77

Canis lupus
familiaris

Собака
(476)

546 121 82 543 118 82

Loxodonta africana Слон
(458)

364 82 82 341 83 80

Echinops telfairi Тенрек
(419)

196 59 77 175 68 72

Dasypus novemcinctus Броненосец
(468)

362 95 79 320 122 72

Monodelphis domestica Опоссум
(287)

213 35 86 189 62 75

Gallus gallus Цыпленок
(131)

33 10 77 23 18 56

Takifugu rubripes Фугу
(80)

48 7 87 51 11 82

Danio rerio Данио
(79)

43 7 86 44 9 83

Tetraodon nigroviridis Иглобрюх
(87)

49 16 75 52 18 74

Xenopus tropicalis Лягушка
(89)

29 4 88 29 10 74

Таблица 2.   Окончание
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Чтобы более подробно проанализировать эво-
люционную динамику интронов, мы обратились
к филогенетическому анализу. С этой целью по-
зиции интронов могут быть представлены в виде
матрицы данных отсутствия/присутствия интрона
(закодированы “0/1”, отсутствующие данные ко-
дируются “?”). Пример такой матрицы для место-
положений интронов показан на рис. 4. Мы ис-
пользовали для анализа геномы трех видов при-
матов и трех видов грызунов (которые разошлись
менее 100 млн лет назад (Elisaphenko et al., 2008).
Остальные 11 видов мы использовали для опреде-
ления консенсуса аутгруппы. Консенсусные по-
следовательности аутгрупп были реконструиро-
ваны с использованием следующих трех правил.
1) Если в видах аутгруппы была, по крайней мере,
одна “1”, состоянию аутгруппы была присвоена
“1”. 2) Если в видах аутгруппы были только “0”,
состоянию аутгруппы был присвоен “0”. 3) Если
в видах аутгруппы не было состояний “1” или “0”,
состоянию аутгруппы был присвоен “?” (рис. 4), и
эта позиция была удалена из дальнейшего анали-
за. Пример фрагмента консенсусной последова-
тельности аутгруппы показан на рис. 4. Мы изу-
чали интроны, которые присутствовали в генах
lincRNA человека и, по крайней мере, в одном из
любых других видов. Мы использовали тот же
фильтр для генов lincRNA мыши (ортологичные
интроны в генах lincRNA мыши и, по крайней ме-
ре, в одном из любых других видов).

Данные об отсутствии/присутствии интрона
были подвергнуты анализу методом эволюцион-
ной парсимонии (экономии). В существующих
подходах невзвешенная парсимония представля-
ется наиболее подходящей в этом случае (Rogozin
et al., 2003), поскольку мы не обладаем моделью
возникновения/потери интронов в генах
lincRNA. Мы применили принцип парсимонии
следующим образом: учитывая топологию фило-
генетического дерева, строили наиболее эконом-
ный сценарий эволюции интронов при распреде-
лении событий возникновения и потери интро-
нов по ветвям деревьев. Наиболее экономным
сценарием будет сценарий с минимальным коли-
чеством возникновений и потерь (рис. 5, 6).

Анализ позиций интронов с использованием
программы DNAPARS показал, что многие пози-
ции интронов оставались сохраненными; напри-
мер, на рисунке 4 имеется пять 100%-но консерва-
тивных позиций интронов (для 100%-ной консер-
вативности интрона требуется его присутствие во
всех шести видах приматов/грызунов и в консен-
сусной последовательности аутгруппы). 362 (55%)
положения интронов человека сохраняются на 100%,
консервативность значима (P (Freal ≤ Fsampled) < 0.001).
Количество 100%-но консервативных положений ин-
тронов мыши менее впечатляющее (68 интронов, 19%),
но все еще очень значимое (P (Freal ≤ Fsampled) < 0.001).

Однако значительная часть интронов мыши и че-
ловека не консервативны (см., например, рис. 4).
Для интронов мыши существует масштабная ди-
намика интронов в ветви, ведущей к кластеру мы-
ши и крысы, как и в последующей ветви, ведущей
к мыши (рис. 5). Аналогичная тенденция наблю-
далась, когда мы использовали позиции интро-
нов человека в качестве референсной структуры
генов (рис. 6), хотя потери в этом сценарии доми-
нировали над возникновениями.

Для реконструкции эволюции интронов мы
также применили метод Долло-парсимонии. Закон
Долло, также известный как “the law of irreversible
evolution”, был сформулирован в 1893 г. (Dollo,
1893). Этот закон утверждает, что сложная биоло-
гическая система, которая была потеряна орга-
низмом в ходе эволюции, не может снова по-
явиться в своем исходном виде. Другими словами,
одна и та же последовательность мутационных
событий, которая привела к появлению биологи-
ческой системы, не может повториться дважды в
силу стохастичности эволюционных процессов.
Метод Долло-парсимонии как метод филогене-
тического анализа был впервые формализован в
1977 г. (Farris, 1977). В простейшем виде этот ме-
тод рассматривает два состояния в каждом иссле-
дуемом сайте: примитивное (0) и производное (1).
Возникновение производного состояния 1 из
примитивного состояния 0 (0 => 1) разрешается
только один раз в рассматриваемом филогенетиче-
ском дереве, в то время как число переходов 1 => 0
не ограничено. У мыши обнаружена существен-
ная динамика интронов в ветви, ведущей к кла-
стеру мыши и крысы, как и в последующей ветви,
ведущей к мыши (рис. 7). Аналогичная тенденция
наблюдалась для ветви, ведущей к кролику, мы-
ши и крысе, когда мы использовали позиции ин-
тронов человека в качестве референсной структу-
ры генов (рис. 8). Потери интронов в этом сцена-
рии доминировали над возникновениями для
многих ветвей дерева (рис. 8).

ОБСУЖДЕНИЕ

Мы построили сценарии потерь/приобрете-
ний интронов с использованием методов парси-
монии и Долло-парсимонии. Метод Долло-пар-
симонии был успешно применен ранее для иссле-
дования эволюции интронов в белок-кодирующих
генах (Rogozin et al., 2003; Babenko et al., 2004).
Следует отметить, что в данной работе критерии
наличия/отсутствия интронов в lincRNA являют-
ся менее точными по сравнению с такими крите-
риями для интронов в белок-кодирующих генах
(Rogozin et al., 2003; Babenko et al., 2004), поэтому
модель Долло-парсимонии может быть нереали-
стичной. Тем не менее, парсимония и Долло-пар-
симония дают схожие результаты. Анализ при по-
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мощи программы DOLLOP с использованием
выравнивания на интроны человека выявил су-
щественную динамику потерь/приобретений ин-
тронов; в целом приобретения интронов сдвига-

лись ближе к корню дерева. Мы можем сделать
вывод, что существенная динамика интронов
отличает lincRNA от белок-кодирующих генов (в
которых наблюдается меньшая динамика у пла-
центарных млекопитающих) (Rogozin et al., 2012;
Chernikova et al., 2016). Тем не менее, большое число
консервативных интронов (предсказанное обоими
методами) является общей чертой интронов в

Рис. 4. Пример матрицы присутствия/отсутствия интронов.

1111111111111111111111111111111111111111
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????????????????? ???????11?????????????????????? ...
???????11111????? ???????1111?1?????????????????? ...
????1111110100??? 1??????1111?1?0??????11000?11?? ...
????11??????10??? 11??????111?1?1??0???11000??100 ...
????????????1???? ?????????11?1?0?????????000?1?? ...
?1?11111111110??1 1????1?111111?0??0?0?110110110? ...
???11111111100??01??????111111?0??0?0?1?01111100 ...
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Иглобрюх
Фугу
Данио
Лягушка
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...

Рис. 5. Дерево распределения вставок/делеций ин-
тронов, полученное при помощи программы
DNAPARS, с выравниванием на интроны мыши. На
рис. 5–8 для обозначения видов используются сокра-
щения латинских названий, приведенных в таблице
2: Сf – собака; Bt – бык; Rm – макака – rhesus ma-
caque (Macaca mulatta); Hs – человек; Pt – шимпанзе;
Oc – кролик; Mm – мышь; Rn – крыса.
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Рис. 6. Дерево распределения вставок/делеций ин-
тронов, полученное при помощи программы
DNAPARS, с выравниванием на интроны человека.
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двух типах генов вне зависимости от условий ре-
конструкции сценария эволюции интронов.

Очевидный парадокс меньшего количества
консервативных интронов мыши по сравнению с
интронами человека (хотя набор данных lincRNA
мыши намного больше, табл. 1) может быть ре-
зультатом высокой скорости эволюции состава ге-
нов/интронов lincRNA в отряде грызунов (рис. 2, 3).
Это согласуется с низкой консервативностью
сигналов сплайсинга мыши по сравнению с сиг-
налами сплайсинга человека (табл. 2). Эти ре-
зультаты могут отражать наблюдаемую быструю
динамику генов lincRNA грызунов: было показа-
но, что почти половина локусов lincRNA возник-
ли или были потеряны со времени последнего об-
щего предка мыши и крысы (Kutter et al., 2012).
Было высказано предположение, что такая быст-
рая эволюция lincRNA способствует эволюции
экспрессии генов, специфичных для тканей и ли-
ний (Kutter et al., 2012). Частые потери интронов
наблюдались в нескольких эволюционно консер-
вативных генах lincRNA (Chodroff et al., 2010), по-
этому экзон-интронная структура генов lincRNA
показала значительно больше возникновений и
потерь во время эволюции, тогда как сравнитель-
ный анализ позиций интронов в белок-кодирую-
щих генах позвоночных выявил всего несколько
потерь, но не выявил видимых возникновений
интронов в генах млекопитающих (Roy et al.,
2003; Csuros et al., 2011). Более крупные наборы

надежных генов lincRNA млекопитающих могут
помочь в разработке надежных статистических
моделей процесса возникновения/потери интро-
нов и в проверке любых специфических особен-
ностей данного процесса в различных группах
позвоночных.

Существенная динамика позиций интронов в
генах lincRNA млекопитающих не отменяет на-
блюдение, что многие интроны lincRNA высоко
консервативны (19–55%). Это наблюдение согла-
суется с предыдущими исследованиями гена Xist и
нескольких других эволюционно консервативных
генов lincRNA (Elisaphenko et al., 2008; Chodroff
et al., 2010). Данный анализ датирует происхожде-
ние многочисленных интронов сплайсеосомных
lincRNA временем распространения плацентар-
ных млекопитающих около 100 млн лет назад (Elis-
aphenko et al., 2008). Этот результат свидетель-
ствует о том, что первичная/вторичная структура
этих молекул функционально важна, а консерва-
тивные интроны могут использоваться в качестве
отличительных признаков функциональных ге-
нов lincRNA.

Было высказано предположение, что наборы
данных по генам lincRNA не содержат многих бе-
лок-кодирующих генов (Managadze et al., 2011,
2013; Banfai et al., 2012; Guttman et al., 2013; Calvi-
ello et al., 2016); однако мы не можем исключить
наличие функциональных коротких открытых
рамок считывания (Carvunis et al., 2012; Andrews,

Рис. 7. Дерево распределения вставок/делеций ин-
тронов, полученное при помощи программы
DOLLOP, с выравниванием на интроны мыши.
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Рис. 8. Дерево распределения вставок/делеций ин-
тронов, полученное при помощи программы
DOLLOP, с выравниванием на интроны человека.
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Rothnagel, 2014). Одним из возможных признаков
того, что lincRNA не содержат много белок-коди-
рующих областей, является высокая доля мобиль-
ных элементов, наблюдаемых в генах lincRNA
(Kannan et al., 2015). lincRNA имеют в два раза
больше мобильных элементов, чем 3'-концы ко-
дирующих белок генов. Фактически, доля мо-
бильных элементов ближе к интронным обла-
стям, чем к любым другим районам белок-коди-
рующих генов (Kannan et al., 2015). Более низкие
скорости замещения экзонов по сравнению с ин-
тронами наблюдались для генов lincRNA человека
и мыши (Managadze et al., 2011). Однако селектив-
ный отбор экзонов в lincRNA намного слабее, чем
на несинонимичных позициях в кодирующих бе-
лок генах (Managadze et al., 2011). Как сила, так и
форма распределения скоростей замещения в эк-
зонах lincRNA более похожи на синонимичные,
чем несинонимичные замены в белок-кодирующих
генах (Managadze et al., 2011). Это наблюдение
также согласуется с идеей, что lincRNA не коди-
руют белки. Однако нельзя исключать, что при-
сутствие высоко консервативных интронов может
быть связано с короткими (и редкими) открытыми
рамками считывания. В этом случае интроны могут
использоваться в качестве признака функцио-
нальных коротких открытых рамок считывания.
Окончательный ответ на этот вопрос может быть
получен с помощью комбинации эксперимен-
тальных и вычислительных методов, включая
профилирование рибосом, анализ использования
кодонов и консервативности кодонов (Calviello et al.,
2016). Альтернативный сплайсинг – еще один
фактор, который может влиять на выводы этого
исследования. В недавнем подробном исследова-
нии было обнаружено более 8000 генов lincRNA че-
ловека со средней плотностью интронов ~1.9 шт. на
килобазу, а также обнаружен обширный альтер-
нативный сплайсинг этих некодирующих РНК с
~2.3 изоформами РНК на ген (Cabili et al., 2011).
Такие альтернативно сплайсированные lincRNA, ве-
роятно, увеличивают скорость возникновений/по-
терь интронов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Мы представляем крупномасштабные рекон-

струкции эволюции экзонов и интронов генов
lincRNA с использованием множественных ге-
номных выравниваний 17 видов позвоночных. Хо-
тя консервативность первичных последователь-
ностей экзонов lincRNA не столь выражена, как у бе-
лок-кодирующих генов, но, тем не менее, она
существенно выше, чем у интронов генов lincRNA.
Сравнительный анализ предполагаемых позиций
интронов в генах lincRNA этих геномов позво-
ночных указывает на то, что некоторые интроны

lincRNA сохранялись более 100 млн лет, что поз-
воляет предположить, что эти молекулы, вероят-
но, являются функционально важными.
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Genes of long intergenic non-coding RNAs (lincRNA) are abundant in mammals, but their functions remain
elusive. One of the possible methods studying lincRNA is a comparative analysis of mRNA and lincRNA,
since there are plenty of features that have been elucidated for the former ones. One of the typical evolutionary
features attributed to mRNA is highly conserved coding sequences (exons) and exon-intron structure.
Though exon conservation in lincRNA is considerably lesser, still it’s higher than for the introns. Compara-
tive analysis of intron positions in lincRNA genes in a range of mammalian genomes underscored high posi-
tional conservation for some introns up to 100 thousand million years old. It is therefore possible that the pri-
mary or secondary structure of lincRNA genes DNA confers functional signals.

Keywords: lincRNA, exon, intron, non-coding RNA, genomic alignments, occurrence of introns, loss of in-
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