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POZNAWCZE I APLIKACYJNE ZNACZENIE BADANIA POLIMORFIZMU 
SEKWENCJI MIKROSATELITARNYCH DNA

Mikrosatelity są jedną z klas polimorficznych fragmentów DNA. Stanowią je 
krótkie tandemowo powtarzające się sekwencje nukleotydów (<10 pz). Występują 
w DNA wszystkich Eukaryota, jak również u niektórych wirusów. Mikrosatelity 
są rozproszone w genomie w różnych regionach chromosomów (Ellegren  1993, 
Skowroński i współaut. 1984). Zwykle identyfikuje się trzy rodzaje sekwencji 
mikrosatelitarnych:
—  jeden  m otyw powtarzający się (perfect tandem repetition), na przykład (CA)23 

—  locus EA2C4 (Gralak i współaut. 1994);
— jeden motyw powtarzający się przerwany inną sekwencją (imperfect tandem 

repetition), na przykład (GT)igCT(GT)4 — locus MP35 u świń (Johansson  
i współaut. 1992);

— różne motywy powtarzające się (imperfect repetition with another type), na 
przykład (GT) i4GAT(AG) 5 — locus HTG4 u koni (E lle g re n  i współaut. 1992). 
Najczęściej występującym motywem u ssaków jest motyw (CA)n (50 000-

100 000 kopii). Istnieje wysoka korelacja pomiędzy wielkością genomu a liczbą 
kopii (CA)n. Dostępne dane sugerują, że dla większości motywów krótsze odcinki 
powtórzeń liczbowo przewyższają liczbę dłuższych. Mikrosatelity zostały po raz 
pierwszy opisane przez Skinner  i współautorów w 1974 roku lecz rozwój badań 
nastąpił dopiero w roku 1989 (Buitkamp i współaut. 1991). Stwierdzono, że 
segregują zgodnie z prawami Mendla i wykazują niezwykłe zróżnicowanie mię- 
dzyosobnicze, czego wyrazem jest obserwacja 10-50 kopii jednego motywu.

To zróżnicowanie w odniesieniu do określonego locus w genomie nazywamy 
polimorfizmem tandemowo powtarzających się sekwencji nukleotydów (VNTR, 
variable number of tandem repeats). Do tej poiy nie zostały wyjaśnione funkcje 
mikrosatelitów. Przypuszcza się, iż pełnią rolę w regulacji ekspresji genów, jak 
również podczas rekombinacji. Mikrosatelity identyfikuje się dwoma sposobami 
(rye. 1). Pierwszy sposób polega na tym, że genomowe DNA poddaje się trawieniu 
jednym z enzymów restrykcyjnych, które nie rozpoznają sekwencji powtarzają
cych się (Hinfl, Haelll, Alul i Mspl).

Strawione DNAjest rozdzielane elektroforetycznie na 0,9% żelu agarozowym, 
przenoszone na filtr nitrocelulozowy metodą Southerna, który następnie hybry- 
dyzuje się z sondą molekularną (syntetyczny oligonukleotyd np. (GT)n, (CAC)n
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i inne) znakowaną P na końcu 5’. Otrzymuje się wzór prążków na autoradio- 
gramie, tak zwany „DNA fingerprinting” badanego osobnika. Dobór odpowied
niej sondy i enzymu restrykcyjnego umożliwia otrzymanie „odcisku palca DNA” 
o najbardziej przydatnym do analizy zróżnicowaniu międzyosobniczym. Opisana 
powyżej metoda jest przydatna w potwierdzaniu rodzicielstwa zarówno u ludzi, 
iak i u zwierząt.
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Rye. 1. Metody identyfikacji powtarzających się sekwencji DNA.

Metodą tą uzyskuje się obraz wielu loci mikrosatelitarnych rozsianych 
w całym genomie danego osobnika (ryc. 2). Chcąc poznać polimorfizm sekwencji 
mikrosatelitarnej, polegający na występowaniu zmiennej liczby powtórzeń okre
ślonego motywu w odniesieniu do konkretnego locus w genomie, stosuje się 
drugą metodę. Po wyizolowaniu DNA z leukocytów amplifikuje się fragment DNA 
zawierający mikrosatelitę metodą łańcuchowej reakcji polimerazowej (PCR, po
lymerase chain reaction) (Saiki i współaut. 1988). Do przeprowadzenia reakcji 
amplifikacji konieczna jest znajomość sekwencji flankujących i temperatury ich 
przyłączania. Produkt PCR poddaje się rozdziałowi na żelu poliakrylamidowym.

Dzięki zastosowaniu znakowanego nukleotydu [a-3 Pj-CTP uzyskujemy 
obraz prążków na autoradiogramie (ryc. 3). Metodą multiplex PCR na jednym 
żelu można jednorazowo identyfikować kilka mikrosatelitarnych loci (Skolnick  
i W allace  1988). Mikrosatelity ze względu na ich rozproszenie w genomie 
i wysoki polimorfizm stały się liczniejszą pulą wysoko informacyjnych markerów 
genetycznych aniżeli badania grup krwi czy polimorfizmu białek krwi. Wykazują 
wysoki stopień zróżnicowania międzyosobniczego oraz wskaźnik heterozygoty- 
czności 30-80%. Z powyższych powodów mikrosatelity są wykorzystywane do 
badań szeregu problemów biologicznych (cytowane wg Cam aschella  i współaut. 
1993). Umożliwiają głębszą analizę przekazywania genów, charakterystykę stru
ktury genetycznej populacji i ocenę dystansu genetycznego między rasami, 
liniami i populacjami.

Markery te są szczególnie przydatne dla określania parametrów genetycz
nych, badań ewolucyjnych czy określania pochodzenia w populacjach małych, 
zamkniętych, zinbredowanych lub zagrożonych wyginięciem, które wykazują

Genomowy DNA
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bardzo niską heterozygotyczność loci allozymów. Dla przykładu heterozygotycz- 
ność loci allozymów u osy P. annularis wynosi 0,035, podczas gdy wartość H loci 
mikrosatelitarnych równa się 0,59 (Hughes i Q ueller  1993). W ostatnim czasie 
informacje o mikrosatelitach wykorzystuje się do idenytfikacji jednostek choro
bowych. Co najmniej siedem chorób neurologicznych u ludzi jest wynikiem 
wyższej liczby trójnukleotydowych powtórzeń w określonych genach (W ooster 
i współaut. 1994). Obecność więcej niż 37 kopii powtórzenia CAG, zlokalizowa
nego blisko końca 5’ genu, położonego na chromosomie 4 w rejonie 4pl6.3 
powoduje symptomy choroby Huntingtona (HD).

Ryc. 2. Schemat „fingerprinting DNA” wykorzystany w analizie pochodzenia.

Podobnie jest w przypadku kilku innych schorzeń, takich jak miotonia 
zanikowa (DM), ataksja rdzeniowo-móżdżkowa czy rdzeniowo-opuszkowy zanik 
mięśni, gdzie częstsze występowanie powtórzeń CAG lub CTG jest przyczyną 
wystąpienia objawów (Hou J ian i współaut. 1994). Syndrom kruchego chromo
somu X i syndrom FRAXE są spowodowane przez ekspansję powtórzeń CGG. 
Częstość ekspansji genetycznych i delecji jest zależna od kierunku replikacji. 
Ekspansje występują częściej, jeżeli powtórzenia CTG znajdują się na nici 
prowadzącej, natomiast delecje zdarzają się częściej, jeżeli te powtórzenia są na 
nici opóźnionej (Kang i współaut. 1995). W rejonie genu dystrofiny, gdzie często 
zachodzą delecje, zlokalizowano cztery (CA)n markery (Clem ens i współaut.
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1991). Dzięki tym markerom można prognozować wysoki udział (około 36%) 
delecji przez brak amplifikacji jednego lub więcej z czterech (CA)n loci. Fakt 
obecności VNTR w częściach kodujących niektórych ludzkich genów, na przy
kład w genie apolipoproteiny (a) [APO(a)] i mucyny (MUC1-MUC4) zostanie 
wykorzystany do dalszych badań nad hipotezą roli tych genów w patogenezie 
u ludzi (Bliskovskii 1994).

Ryc. 3. Zasady amplifikacji sekwencji mikrosatelitarnych i interpretacji alleli po roz
dziale elektroforetycznym w sekwencjonującym żelu poliakiylamidowym.

Ostatnie badania nad nowotworami trzustki, jelita grubego, prostaty, pęche
rza moczowego i macicy wykazują obecność mutacji somatycznych w prostych 
powtarzających się, sekwencjach włączając niestabilne sekwencje mikrosateli- 
tarne (CA)n(GT)n, co wskazuje na nowy mechanizm nowotworzenia (Uchida 
i współaut. 1995). Obecnie wydaje się, iż mutacja sekwencji powtarzającej się 
jest przyczyną ludzkich chorób szczególnie tych, które dziedziczą się dominująco 
(Richards i Sutherland 1994). Wysoka polimorficzność mikrosatelitów stwarza 
możliwość wykorzystania ich u zwierząt w kontroli pochodzenia oraz w medycy
nie sądowej. Duże znaczenie dla sądownictwa może mieć odkryta w 1993 roku 
przez Santosa  i współpracowników sekwencja mikrosatelitarna Y-27H39, której 
jednostką powtarzającą się jest sekwencja GATA. Występuje ona na krótkim
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ramieniu ludzkiego chromosomu Y (nie występuje w genomie żeńskim). Dzięki 
temu, że mikrosatelity są rozsiane stosunkowo równomiernie w genomie i wy
kazują wysoką heterozygotyczność oraz wspomnianą wyżej polimorficzność, 
stały się niezastąpioną grupą markerów genetycznych w mapowaniu genów. 
Aktualnie mapy takie są sporządzane dla człowieka, myszy i zwierząt gospodar
skich takich jak: świnie (PiGMaP), bydło (BoVMaP),psy (DoGMaP), owce (Sheep- 
Map) i drób (ChickMap). W dniach od 18.10. do 20.10.1995 w Lexington KY, 
USA odbyły się pierwsze warsztaty na temat mapowania genomu koni. Szerokie 
zastosowanie powoduje, że liczba zidentyfikowanych loci mikrosatelitarnych 
wzrasta w bardzo szybkim tempie.

W końcu 1993 roku opisano u świń 64 loci a w połowie 1995 roku znanych 
już było 400. Dwa lata temu u koni zidentyfikowanych było 5 loci, obecnie jest 
129 (I Międzynarodowe Sympozjum Mapowania Genów u Koni, 18-20.10.1995, 
Lexington KY, USA). Podobnie było u bydła (obecnie 520 loci), owiec (233 loci) 
i drobiu. Wiele z nich zostało zlokalizowanych na konkretnych chromosomach 
a niektóre w intronach czy eksonach genów. Zidentyfikowane sekwencje mikro- 
satelitarne są rejestrowane w międzynarodowych bankach genów (GeneBank 
i EMBL DNA database). Dzięki tak szybkiemu wzrostowi liczby poznanych 
sekwencji powtarzających się, stanowiących grupę stosunkowo łatwo identyfi- 
kowalnych markerów genetycznych, wzrosło niewspółmiernie prawdopodobień
stwo identyfikacji sprzężeń pomiędzy nimi a genami cech ilościowych czy 
występowaniem jednostek chorobowych.

Pozwoli to już we wczesnym okresie życia zwierzęcia prognozować jego 
przydatność do dalszej hodowli w odniesieniu do określonej cechy produkcyjnej 
lub odporności na określoną jednostkę chorobową na podstawie zidentyfikowa
nego profilu sekwencji mikro satelitarnej. Wydaje się, iż w najbliższym czasie 
polimorfizm DNA odegra pierwszoplanową rolę w analizie i doskonaleniu genomu 
zwierząt.

IMPORTANCE OF STUDIES ON POLYMORPHISM OF MICROSATELLITE DNA
SEQUENCES

Summary

Microsatellites are short tandemly repeated sequences of DNA in eukaryotic genome. Most of 
them are highly polymorphic and show a high heterozygosity rate. For these reasons they are used 
to investigate many biological problems such as genetic variation, linkage analysis, evolution, and 
moreover in forensic studies. These markers have aided in identification of mutations, confirmation 
of paternity, prenatal diagnosis and in genome mapping.
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