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POZNAWCZE | APLIKACYJNE ZNACZENIE BADANIA POLIMORFIZMU
SEKWENCJI MIKROSATELITARNYCH DNA

Mikrosatelity sgjedng z klas polimorficznych fragmentéw DNA. Stanowigje
krétkie tandemowo powtarzajgce sie sekwencje nukleotyddw (<10 pz). Wystepuja
w DNA wszystkich Eukaryota, jak rowniez u niektérych wiruséw. Mikrosatelity
sg rozproszone w genomie w réznych regionach chromosoméw (Ettegren 1993,
Skowronski | wspétaut. 1984). Zwykle identyfikuje sie trzy rodzaje sekwencji
mikrosatelitarnych:

— jeden motyw powtarzajacy sie (perfect tandem repetition), na przyktad (CA)23
— locus EA2C4 (Gralak i wspotaut. 1994);

— jeden motyw powtarzajacy sie przerwany inng sekwencja (imperfect tandem
repetition), na przyktad (GT)igCT(GT)4 — locus MP35 u $win (Johansson
i wspétaut. 1992);

— rdzne motywy powtarzajgce sie (imperfect repetition with another type), na
przyktad (GT) i4dGAT(AG)5— locus HTG4 u koni (Ellegren iwspdtaut. 1992).
Najczesciej wystepujacym motywem u ssakow jest motyw (CA)n (50 000-

100 000 kopii). Istnieje wysoka korelacja pomiedzy wielkoscig genomu a liczbg
kopii (CA)n. Dostepne dane sugeruja, ze dla wiekszosci motywéw krétsze odcinki
powtorzen liczbowo przewyzszaja liczbe dtuzszych. Mikrosatelity zostaly po raz
pierwszy opisane przez Skinner i wspotautoréw w 1974 roku lecz rozwdj badan
nastgpit dopiero w roku 1989 (Buitkamp i wspotaut. 1991). Stwierdzono, ze
segreguja zgodnie z prawami Mendla i wykazujg niezwykte zréznicowanie mie-
dzyosobnicze, czego wyrazem jest obserwacja 10-50 kopii jednego motywu.

To zréznicowanie w odniesieniu do okreslonego locus w genomie nazywamy
polimorfizmem tandemowo powtarzajgcych sie sekwencji nukleotydéw (VNTR,
variable number of tandem repeats). Do tej poiy nie zostaty wyjasnione funkcje
mikrosatelitow. Przypuszcza sie, iz petnig role w regulacji ekspresji gendw, jak
rowniez podczas rekombinacji. Mikrosatelity identyfikuje sie dwoma sposobami
(rye. 1). Pierwszy sposéb polega na tym, ze genomowe DNA poddaje sie trawieniu
jednym z enzymow restrykcyjnych, ktore nie rozpoznajg sekwencji powtarzajg-
cych sie (Hinfl, Haelll, Alul i Mspl).

Strawione DNAjest rozdzielane elektroforetycznie na 0,9% zelu agarozowym,
przenoszone na filtr nitrocelulozowy metodg Southerna, ktory nastepnie hybry-
dyzuje sie z sondg molekularng (syntetyczny oligonukleotyd np. (GT)n, (CAC)n
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i inne) znakowang °*P na koncu 5. Otrzymuije sie wzor prazkéw na autoradio-
gramie, tak zwany ,,DNA fingerprinting” badanego osobnika. Dobo6r odpowied-
niej sondy i enzymu restrykcyjnego umozliwia otrzymanie ,,odcisku palca DNA”
o najbardziej przydatnym do analizy zréznicowaniu miedzyosobniczym. Opisana
powyzej metoda jest przydatna w potwierdzaniu rodzicielstwa zaréwno u ludzi,
iak i u zwierzat.

Genomowy DNA

PCR trawienie
i (Hint I, Hae lil, Alu I, Msp 1)
elektroforeza elektroforeza
1 |
autoradiografia Southern biot
hybrydyzacja

autoradiografia
Rye. 1. Metody identyfikacji powtarzajacych sie sekwencji DNA.

Metoda ta uzyskuje sie obraz wielu loci mikrosatelitarnych rozsianych
w catym genomie danego osobnika (ryc. 2). Chcac poznac polimorfizm sekwencji
mikrosatelitarnej, polegajacy na wystepowaniu zmiennej liczby powtérzen okre-
Slonego motywu w odniesieniu do konkretnego locus w genomie, stosuje sie
drugg metode. Po wyizolowaniu DNA z leukocytow amplifikuje sie fragment DNA
zawierajgcy mikrosatelite metodg tancuchowej reakcji polimerazowej (PCR, po-
lymerase chain reaction) (Saiki i wspotaut. 1988). Do przeprowadzenia reakcji
amplifikacji konieczna jest znajomos$¢ sekwencji flankujgcych i temperatury ich
przytaczania. Produkt PCR poddaje sie rozdziatowi na zelu poliakrylamidowym.
Dzieki zastosowaniu znakowanego nukleotydu [a-3 Pj-CTP uzyskujemy
obraz prazkéw na autoradiogramie (ryc. 3). Metodg multiplex PCR na jednym
zelu mozna jednorazowo identyfikowaé kilka mikrosatelitarnych loci (Skolnick
i Wallace 1988). Mikrosatelity ze wzgledu na ich rozproszenie w genomie
i wysoki polimorfizm staty sie liczniejsza pulg wysoko informacyjnych markeréw
genetycznych anizeli badania grup krwi czy polimorfizmu biatek krwi. Wykazuja
wysoki stopienl zréznicowania miedzyosobniczego oraz wskaznik heterozygoty-
cznosci 30-80%. Z powyzszych powoddw mikrosatelity sg wykorzystywane do
badan szeregu problemow biologicznych (cytowane wg Camaschella i wspétaut.
1993). Umozliwiajg glebszg analize przekazywania genéw, charakterystyke stru-
ktury genetycznej populacji i ocene dystansu genetycznego miedzy rasami,
liniami i populacjami.
Markery te sg szczegblnie przydatne dla okre$lania parametréw genetycz-
nych, badan ewolucyjnych czy okreslania pochodzenia w populacjach matych,
zamknietych, zinbredowanych lub zagrozonych wyginieciem, ktore wykazujg
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bardzo niska heterozygotycznos¢ loci allozyméw. Dla przyktadu heterozygotycz-
nos¢ loci allozyméw u osy P. annularis wynosi 0,035, podczas gdy warto$¢ H loci
mikrosatelitarnych réwna sie 0,59 (Hughes i Queltler 1993). W ostatnim czasie
informacje o mikrosatelitach wykorzystuje sie do idenytfikacji jednostek choro-
bowych. Co najmniej siedem choréb neurologicznych u ludzi jest wynikiem
wyzszej liczby tréjnukleotydowych powtérzen w okreslonych genach (Wooster
i wspotaut. 1994). Obecnos¢ wiecej niz 37 kopii powtdrzenia CAG, zlokalizowa-
nego blisko konca 5' genu, potozonego 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 schorzen, takich jak miotonia
zanikowa (DM), ataksja rdzeniowo-moézdzkowa czy rdzeniowo-opuszkowy zanik
miesni, gdzie czestsze wystepowanie powtdérzen CAG lub CTG jest przyczyna
wystgpienia objawow (Hou Jian i wspdtaut. 1994). Syndrom kruchego chromo-
somu X i syndrom FRAXE sa spowodowane przez ekspansje powtdérzenn CGG.
Czestos¢ ekspansji genetycznych i delecji jest zalezna od kierunku replikacji.
Ekspansje wystepuja czesciej, jezeli powtdrzenia CTG znajdujg sie na nici
prowadzacej, natomiast delecje zdarzaja sie czesciej, jezeli te powtdrzenia sg na
nici opéznionej (Kang i wspétaut. 1995). W rejonie genu dystrofiny, gdzie czesto
zachodza delecje, zlokalizowano cztery (CA)n markery (Ciemens i wspoétaut.
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1991). Dzieki tym markerom mozna prognozowac¢ wysoki udziat (okoto 36%)
delecji przez brak amplifikacji jednego lub wiecej z czterech (CA)n loci. Fakt
obecnosci VNTR w czesciach kodujacych niektérych ludzkich genéw, na przy-
ktad w genie apolipoproteiny (a) [APO(a)] i mucyny (MUC1-MUCA4) zostanie
wykorzystany do dalszych badarn nad hipoteza roli tych genéw w patogenezie
u ludzi (Briskovskii 1994).

Ryc. 3. Zasady amplifikacji sekwencji mikrosatelitarnych i interpretacji alleli po roz-
dziale elektroforetycznym w sekwencjonujgcym zelu poliakiylamidowym.

Ostatnie badania nad nowotworami trzustki, jelita grubego, prostaty, peche-
rza moczowego i macicy wykazujg obecno$¢ mutacji somatycznych w prostych
powtarzajgcych sie, sekwencjach wigczajac niestabilne sekwencje mikrosateli-
tarne (CA)N(GT)n, co wskazuje na nowy mechanizm nowotworzenia (Uchida
i wspétaut. 1995). Obecnie wydaje sie, iz mutacja sekwencji powtarzajacej sie
jest przyczyna ludzkich choréb szczegdlnie tych, ktore dziedziczg sie dominujgco
(Richards i Suthertand 1994). Wysoka polimorficzno$¢ mikrosatelitow stwarza
mozliwos$¢ wykorzystania ich u zwierzat w kontroli pochodzenia oraz w medycy-
nie sgdowej. Duze znaczenie dla sgdownictwa moze mie¢ odkryta w 1993 roku
przez Santosa i wsp&tpracownikéw sekwencja mikrosatelitarna Y-27H39, ktérej
jednostka powtarzajaca sie jest sekwencja GATA. Wystepuje ona na krotkim
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ramieniu ludzkiego chromosomu Y (nie wystepuje w genomie zeriskim). Dzigki
temu, ze mikrosatelity sg rozsiane stosunkowo réwnomiernie w genomie i wy-
kazuja wysokg heterozygotycznos¢ oraz wspomniang wyzej polimorficznosg,
staly sie niezastgpiong grupg markerdw genetycznych w mapowaniu gendw.
Aktualnie mapy takie sg sporzadzane dla czlowieka, myszy i zwierzat gospodar-
skich takich jak: swinie (PiGMaP), bydto (BoVMaP),psy (DoGMaP), owce (Sheep-
Map) i dréb (ChickMap). W dniach od 18.10. do 20.10.1995 w Lexington KY,
USA odbyty sie pierwsze warsztaty na temat mapowania genomu koni. Szerokie
zastosowanie powoduje, ze liczba zidentyfikowanych loci mikrosatelitarnych
wzrasta w bardzo szybkim tempie.

W koncu 1993 roku opisano u swin 64 loci a w potowie 1995 roku znanych
juz byto 400. Dwa lata temu u koni zidentyfikowanych byto 5 loci, obecnie jest
129 (I Miedzynarodowe Sympozjum Mapowania Gendéw u Koni, 18-20.10.1995,
Lexington KY, USA). Podobnie bylo u bydta (obecnie 520 loci), owiec (233 loci)
i drobiu. Wiele z nich zostato zlokalizowanych na konkretnych chromosomach
a niektére w intronach czy eksonach genéw. Zidentyfikowane sekwencje mikro-
satelitarne sg rejestrowane w miedzynarodowych bankach genéw (GeneBank
i EMBL DNA database). Dzieki tak szybkiemu wzrostowi liczby poznanych
sekwencji powtarzajacych sie, stanowiacych grupe stosunkowo tatwo identyfi-
kowalnych markerdéw genetycznych, wzrosto niewspotmiernie prawdopodobien-
stwo identyfikacji sprzezerdi pomiedzy nimi a genami cech ilosciowych czy
wystepowaniem jednostek chorobowych.

Pozwoli to juz we wczesnym okresie zycia zwierzecia prognozowac jego
przydatnos¢ do dalszej hodowli w odniesieniu do okreslonej cechy produkcyjnej
lub odpornosci na okreslong jednostke chorobowag na podstawie zidentyfikowa-
nego profilu sekwencji mikrosatelitarnej. Wydaje sie, iz w najblizszym czasie
polimorfizm DNA odegra pierwszoplanowa role w analizie i doskonaleniu genomu
zwierzat.

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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