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siebie innymi sekwencjami oraz (ii) sekwen-
cje tandemowe, gdzie motywy powtarzające 
się są ułożone obok siebie (IHGSC 2001, 
Venter i współaut. 2001, Gonzaga-Jauregui 
i współaut. 2012). 

Sekwencje rozproszone powtarzające się 
(ang. interspersed repetitive sequences, IRS), 
stanowiące 32% ludzkiego genomu, można 
znaleźć w wielu miejscach w genomie. Naj-
częściej są to retrotranspozony, czyli frag-
menty DNA, których transkrypty ulegają 
odwrotnej transkrypcji i w postaci DNA włą-
czają się w genom w nowym miejscu. W za-
leżności od długości sekwencje te dzielą się 
na dwie kategorie:

A. SINE (ang. short interspered nuclear 
elements), sekwencje krótsze niż 500pz;

B. LINE (ang. long interspersed nuclear 
elements) sekwencje o długości 500pz i po-
wyżej (Baertsch i współaut. 2008, Gonzaga-
Jauregui i współaut. 2012).

Powtórzenia tandemowe, które stanowią 
w przybliżeniu 10% genomu, to zblokowane, 
seryjne powtórzenia krótkiej sekwencji nu-
kleotydów. Na podstawie długości dzielą się 
na trzy typy (Duitama i współaut. 2014):

A. Sekwencje satelitarne: wysoce powta-
rzalne sekwencje DNA o długości od jedne-
go do kilku tysięcy par zasad. Nazwa ich 
pochodzi od jednorodnej (satelitarnej) frak-
cji DNA obserwowanej podczas wirowania 
gradientowego. Najczęściej sekwencje te wy-
stępują, jako długie zgrupowania w hetero-
chromatynowych rejonach chromosomów, 

Genom jądrowy człowieka zbudowany 
jest z ponad trzech miliardów nukleotydów, 
a dwoje obcych ludzi różni się od siebie za-
ledwie 0,1% tego genomu, czyli około trzema 
milionami nukleotydów. Geny i sekwencje 
genopodobne (np. introny) stanowią około 
40% ludzkiego genomu, a szacowana liczba 
genów (około 20 tysięcy), to zaledwie 2%. 
W rejonach sekwencji kodujących zmien-
ność genetyczna jest ograniczona, ponieważ 
geny ulegające ekspresji poddawane są pre-
sji selekcyjnej w celu zachowania ich funkcji 
[wyjątek stanowi region chromosomowy, w 
którym zlokalizowane są antygeny zgodności 
tkankowej (ang. human leukocyte antigen, 
HLA)]. Pozostała część genomu człowieka 
(około 60%) składająca się z DNA między-
genowego zwykle nie podlega presji selekcyj-
nej, a zachodzące w niej zmiany są zazwy-
czaj zachowane i przekazywane następnemu 
pokoleniu (Ihgsc 2001, Venter i współaut. 
2001, Gonzaga-Jauregui i współaut. 2012). 

Około 18% DNA międzygenowego to se-
kwencje unikatowe lub występujące w geno-
mie w jednej lub niewielu kopiach. Zdecy-
dowaną jego większość, bo około 42%, sta-
nowią sekwencje powtórzone umiarkowanie 
lub wielokrotnie. Występują one w genomie 
w wielu kopiach i charakteryzują się okre-
śloną długością, rodzajem oraz układem nu-
kleotydów. Większość z nich nie koduje bia-
łek. Wśród sekwencji powtórzonych wyróżnić 
można (i) sekwencje rozproszone, w których 
elementy powtarzające się są oddzielone od 
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cji, prowadzący do wstawienia, albo rzadziej 
delecji, przynajmniej jednej z powtórzonych 
jednostek oraz być może nierówny crossing-
-over (rekombinacja). Funkcja mikrosatelitów 
w DNA niekodującym, jeżeli w ogóle istnie-
je, jest nadal nieznana. Ze względu na to, 
że powstają one w wyniku błędu w proce-
sie kopiowania genomu w czasie podziału 
komórki mogą być po prostu niechcianym 
skutkiem replikacji genomu (Czarny i współ-
aut. 1995, Subramanian i współaut. 2003, 
Eckert i Hile 2009, Willems i współaut. 
2014).

Trinukleotydowe sekwencje mikrosateli-
tarne, znajdujące się w obrębie genu lub w 
jego pobliżu, mimo niekodującego charakte-
ru mogą mieć wpływ na fenotyp. Jeśli licz-
ba powtórzonych jednostek przekracza pew-
ną wartość, mogą one wywoływać choroby. 
W przypadku, gdy sekwencja o prawidłowej 
(choć zmiennej w pewnych granicach) dłu-
gości ulegnie wydłużeniu (ekspansji) ponad 
wartość progową może mieć ona negatywny 
wpływ bezpośrednio na gen (ekspansja po-
wtórzeń w sekwencji kodującej), powodując 
powstanie toksycznego białka. Jeśli sekwen-
cja ulegająca namnożeniu zlokalizowana jest 
w regionie 5’ nieulegającym translacji (5’UTR) 
może osłabić lub zahamować transkrypcję. 
Ekspansja powtórzeń w regionie 3’UTR może 
zaś prowadzić do powstania nieprawidłowe-
go mRNA, wchodzącego w interakcje z biał-
kami jądrowymi i zaburzającego składanie 
eksonów. Ekspansje trinukleotydów zalicza-
ne są do mutacji dynamicznych, powodują-
cych genetyczne choroby neurodegeneracyjne 
i neuromięśniowe takie jak np. zespół kru-
chego X i pląsawica Huntingtona (Kozlowski 
i współaut. 2010, Almeida i współaut. 2013, 
Sawaya i współaut. 2013). 

WYKORZYSTANIE STR W MEDYCYNIE 

Sekwencje STR są coraz szerzej wyko-
rzystywane w diagnostyce molekularnej jako 
ważne narzędzie diagnostyczne. Powodem 
tego jest duża i równomierna częstość ich 
występowania w genomie, wysoki polimor-
fizm oraz małe rozmiary alleli STR, zwykle 
100-300pz (Butler 2005).

W związku z dużą częstością występowa-
nia w genomie sekwencji dwunukleotydowych 
(CA)n są one najczęściej wykorzystywane 
jako markery genetyczne. Jednakże w 
analizach molekularnych szerzej stosowane 
są sekwencje tri- i tetranukleotydowe, 
które posiadają w porównaniu do sekwencji 
dinukleotydowych dwie ważne zalety: większą 
różnicę w rozdziale elektroforetycznym, a 
zatem łatwiejszą identyfikację poszczególnych 
alleli, oraz mniejsze prawdopodobieństwo po-
wstawania artefaktów wywołanych błędami 

w pobliżu centromerów i telomerów oraz 
na długim ramieniu chromosomu Y (Czar-
ny i współaut. 1995, Altemose i współaut. 
2014).

B. Sekwencje minisatelitarne: krótsze se-
kwencje tandemowo powtórzone, znane rów-
nież jako powtórzenia tandemowe o zmien-
nej liczbie powtórzeń (ang. variable number 
of tandem repeats, VNTR). Zbudowane są 
z elementów o długości 15-50pz. Całkowi-
ta długość powtórzeń ułożonych tandemowo 
wynosi od kilkuset par zasad do ponad 20 
tysięcy. Duża zmienność między osobnikami 
pod względem całkowitej długości zestawów 
powtórzeń świadczy o tym, że miejsca (loci) 
minisatelitarne są wysoce polimorficzne. 
Zmienność ta jest rezultatem nieprawidło-
wego ułożenia się powtórzeń podczas paro-
wania chromosomów i nierównego crossing-
-over, jak również „poślizgu” polimerazy DNA 
w trakcie replikacji. Powtórzenia minisateli-
tarne (VNTR) są rozproszone w całym geno-
mie, ale widoczna jest tendencja do groma-
dzenia się ich w pobliżu końców chromoso-
mów (Jeffreys i współaut. 1985, Czarny i 
współaut. 1995).

C. Sekwencje mikrosatelitarne: krótkie 
powtórzenia tandemowe inaczej zwane STR 
(ang. short tandem repeats); należą one do 
grupy powtórzeń tandemowych, różniących 
się liczbą występujących po sobie kilkunu-
kleotydowych jednostek. Sekwencje mikrosa-
telitarne zawierają od 10 do 50 powtórzeń 
motywu o długości 2-12  pz, a ich długość 
całkowita wynosi 50-500  pz. Najpowszech-
niejsze sekwencje STR to powtórzenia di-
nukleotydowe, z czego połowę stanowią po-
wtórzenia motywu „CA” lub powtórzenia 
mononukleotydowe. Międzyosobnicza zmien-
ność STR jest związana z liczbą elementów 
powtórzonych zorganizowanych tandemowo. 
Zdarzają się także drobne różnice w sekwen-
cji. Mikrosatelity mogą występować jako 
identyczne powtórzenia, np. (AGAT)8, lub 
mogą być podzielone krótkimi kilkunukleoty-
dowymi wstawkami zaburzającymi ciągłość 
powtarzającego się motywu, np. (AGC)5TG-
G(AGC)7. Występują również mikrosatelity 
złożone jako szereg dwóch lub więcej typów 
motywów powtarzających się, np. (AT)4(G-
C)7(AT)5. Zdecydowaną większość sekwen-
cji mikrosatelitarnych w genomie człowieka 
można zaliczyć do jednego z pięciu typów: 
(A)n, (AC)n, (AAN)n, (AAAN)n, (AG)n, gdzie „N” 
oznacza dowolną zasadę inną niż adenina. 
Sekwencje mikrosatelitarne charakteryzu-
ją się wysokim polimorfizmem i występują 
równomiernie w genomie z częstością oko-
ło 1 locus na 6-10  kpz, zarówno w genach, 
jak i między nimi. Źródłem zmienności w 
sekwencjach STR jest najprawdopodobniej 
„poślizg” polimerazy DNA podczas replika-
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(locus) z mutacją. Metodą tą można szybko 
i jednoznacznie zidentyfikować nosicieli zmu-
towanego genu, np. w rodzinie z rodzinną 
polipowatością jelita grubego (Keleher 1993, 
Payseur i współaut. 2008, Plawski i współ-
aut. 2013).

Aby marker był przydatny do mapowa-
nia genów powinien być polimorficzny i czę-
sto występować w genomie. Powinien być 
również silnie sprzężony z badanym genem, 
czyli wspólnie z nim przenoszony, mimo za-
chodzącego podczas mejozy crossing-over. 
Wszystkie te kryteria spełniają markery STR, 
dodatkowo są łatwe do badania techniką 
PCR. Mapy genetyczne oraz metodę analizy 
sprzężeń genetycznych wykorzystano do lo-
kalizacji wielu genów m.in. BRCA1 i BRCA2 
(ang. breast cancer 1, 2), odpowiedzialnych 
za większość przypadków dziedzicznych no-
wotworów sutka (Albertsen i współaut. 
1994, Brown 2012).

Zmienność w regionach STR znajduje 
zastosowanie przy odróżnianiu profili DNA. 
Przy istniejących setkach rodzajów STR, im 
więcej STR zostanie przeanalizowanych, tym 
mniejsza jest szansa, że DNA dwóch różnych 
osobników wykaże identyczny lub bardzo po-
dobny profil (taki sam zestaw tych sekwen-
cji STR) (Butler 2006, 2012). Najszybszym 
sposobem oznaczania długości STR jest re-
akcja PCR (ang. Polymerase Chain Reaction, 
reakcja łańcuchowa polimerazy). Do reakcji 
wykorzystuje się znakowane fluorescencyjnie 
startery oligonukleotydowe, a różne fragmen-
ty DNA z sekwencjami STR namnażane są 
jednocześnie w jednej probówce (PCR multi-
pleksowy), co umożliwia skrócenie czasu ba-
dania, obniżenie kosztów i uproszczenie pro-
cedury. Rozdział elektroforetyczny produktów 
PCR odbywa się za pomocą elektroforezy ka-
pilarnej i pozwala na precyzyjne rozdzielenie 
i detekcję fragmentów DNA różniących się 
nawet o 1 parę nukleotydów (Butler 2005, 
Madjunkova i współaut. 2012).

Dla każdego z badanych miejsc w ge-
nomie stosuje się kilka różnych markerów 
STR, ponieważ niektóre z nich mogą być 
nieinformatywne ze względu na posiadanie 
takiej samej liczby powtórzeń tandemowych 
w danym locus na obu chromosomach (ho-
mozygotyczność) (DEVYSER AB 2013). 

Interpretacja danych i oznaczanie alleli 
jest w dużej mierze oparte na analizie kom-
puterowej. W wyniku takiej analizy tworzony 
jest wykres, tzw. elektroforogram, zawierają-
cy różnokolorowe sygnały, tzw. piki. Każdy 
z takich pików sygnalizuje obecność okre-
ślonego fragmentu DNA o danej długości, a 
jego kolor wynika z długości światła emito-
wanego przez barwnik fluorescencyjny zwią-
zany z jednym z pary starterów, które po-
służyły do uzyskania tego fragmentu w re-

podczas replikacji. Ich przydatność ograni-
czona jest jednak z powodu mniejszej czę-
stości występowania w genomie (Czarny i 
współaut. 1995).

Obecność sekwencji mikrosatelitarnych 
w bezpośredniej bliskości sekwencji kodują-
cych, w intronach oraz regionach, które nie 
ulegają translacji, umożliwia ich wykorzysta-
nie do lokalizacji znanych genów na mapie 
genetycznej. Dzięki zastosowaniu markerów 
STR można oszacować ryzyko wystąpienia 
takich chorób jak niektóre dziedziczne formy 
cukrzycy, dystrofia mięśniowa, pewne dzie-
dziczne formy nowotworów i wiele innych 
(Altshuler i współaut. 2008). Ważnym za-
stosowaniem markerów mikrosatelitarnych 
jest ich wykorzystanie w sporządzaniu map 
genetycznych o dużej rozdzielczości (służą-
cych do mapowania genów w diagnostyce 
wielu chorób dziedzicznych) oraz w analizie 
sprzężeń. Precyzyjne mapy genetyczne (mapy 
sprzężeń) zawierają dużą liczbę markerów 
równomiernie pokrywających chromosomy. 
Mają one za zadanie ułatwić poszukiwanie 
określonych genów. W 1992 r. francuscy 
naukowcy opracowali mapę sprzężeń gene-
tycznych wykorzystując wyłącznie markery 
mikrosatelitarne o motywie powtarzającym 
się (CA)n. Był to przełom w programie zma-
powania genomu człowieka. W 1994 r., w 
ramach Projektu Poznania Genomu Człowie-
ka, opublikowano mapę wszystkich ludzkich 
chromosomów o dużej rozdzielczości. Do 
konstrukcji tej mapy użyto między innymi 
markerów STR: powtórzeń (CA)n, jak również 
tri- i tetranukleotydowych sekwencji powtó-
rzonych. W oparciu o takie mapy opraco-
wano gotowe zestawy do mapowania gene-
tycznego. Umożliwiają one odnalezienie wielu 
nieznanych wcześniej genów odpowiedzial-
nych za choroby jednogenowe, ale również 
biorących udział w powstawaniu chorób wie-
logenowych (Edwards i współaut. 1991, Ol-
son 1993, The Utah Marker Development 
Group 1995, Payseur i Nachman 2000).

Analiza sprzężeń poprzez określanie mar-
kerów genetycznych współdziedziczących się 
z genem odpowiedzialnym za chorobę gene-
tyczną pozwala zlokalizować ten gen w da-
nym obszarze chromosomu. Badanie odpo-
wiednich, polimorficznych markerów leżących 
w pobliżu genu odpowiedzialnego za określo-
ne zaburzenie daje możliwość śledzenia prze-
kazywania zmutowanego allelu w kolejnych 
pokoleniach nawet, jeśli podłoże molekular-
ne choroby jest nieznane (tzw. diagnostyka 
pośrednia). Analiza próbek DNA, pobranych 
zarówno od chorych, jak i zdrowych człon-
ków rodziny umożliwia oszacowanie często-
ści, z jaką segregują się specyficzne markery 
z allelem chorobowym. Częstość ta jest mia-
rą odległości badanego markera od miejsca 
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tyfikację nieprawidłowej liczby chromosomów 
(aneuploidii chromosomowych). Dostępne na 
rynku zestawy diagnostyczne pozwalają przy 
użyciu QF-PCR (ang. Quantitive Fluorescent-
-PCR, ilościowa, fluorescecyjna-PCR) na wy-
krycie aneuploidii chromosomów: 13, 18, 21, 
X i Y w badaniach prenatalnych oraz dodat-
kowo chromosomów 15, 16 i 22 w badaniu 
materiału po poronieniu (Bocian i współaut. 
2011, Madjunkova i współaut. 2012).

Genetyczne markery STR mogą różnić 
się wielkością pomiędzy chromosomami i 
probantami, zależnie od liczby powtórzeń 
obecnych w każdym allelu. DNA amplifiko-
wane od zdrowych probantów, którzy są he-
terozygotami dla specyficznego markera STR 
powinno wykazać dwa sygnały różnej długo-
ści, odpowiadające dwóm allelom z podobny-
mi wysokościami piku, natomiast dla homo-
zygot, gdzie pacjent ma dwa allele tej samej 
długości obserwuje się jeden pik (Ryc.  1). 
Obecność dodatkowej kopii chromosomu 
(trisomii) związane jest z obecnością trzech 
pików (Ryc. 2) o podobnej wielkości albo tyl-
ko dwóch pików (Ryc. 3), z których jeden 
będzie miał wielkość około dwa razy więk-
szą niż drugi. Stosunki liczbowe wysokości 
pików oraz zakresy ich normy są określone 
matematycznie dla każdej metody diagno-
stycznej. W przypadku monosomii (braku 
jednego chromosomu z pary) wszystkie mar-
kery STR występują w jednej kopii (Ogilvie 
i współaut. 2005, DEVYSER AB 2013).

Z powodu losowego występowania homo-
zygotyczności STR do badania jednego chro-
mosomu wykorzystuje się kilka (zwykle 5-6) 
różnych zlokalizowanych w jego obrębie se-
kwencji STR. Wynik może zostać uznany za 
informatywny, jeśli trisomia/monosomia do-
tyczy co najmniej dwóch z badanych mar-
kerów, przy nieinformatywnych pozostałych 
markerach dla danego chromosomu (Ogilvie 
i współaut. 2005, DEVYSER AB 2013).

PODSUMOWANIE

Za wyjątkiem bliźniąt monozygotycznych 
identycznych genetycznie, istnienie dwóch 
osób, które miałyby dokładnie taką samą 
kombinację alleli mikrosatelitarnych jest wy-
soce nieprawdopodobne. Analiza dużej liczby 
sekwencji mikrosatelitarnych pozwala usta-
lić unikatowy profil genetyczny dla każdego 
człowieka. Ustalenie profili DNA jest znanym 
narzędziem w dochodzeniach sądowych, na-
tomiast w diagnostyce genetycznej umożliwia 
konstruowanie map genetycznych i określe-
nie ryzyka wystąpienia choroby w rodzinie 
czy też nosicielstwa patologicznego genu. 
Mikrosatelity pozwalają także na określanie 
liczby krytycznych dla pacjenta fragmentów 
DNA, co ma zastosowanie w diagnostyce 

akcji PCR. Położenie każdego z pików okre-
ślone jest przez współrzędną na osi x odpo-
wiadającą długości danego fragmentu DNA. 
Współrzędna na osi y określa intensywność 
fluorescencji. Analizując wielkość fragmen-
tów (liczbę powtórzeń) można określić po-
chodzenie danego chromosomu (porównując 
profil badanej osoby z profilem jej rodziców 
lub innych krewnych, a także ze spornym 
profilem uzyskanym z innego źródła) (Bu-
tler 2005, DEVYSER AB 2013). 

Obecnie analiza STR jest szeroko stoso-
waną procedurą genotypowania w medycy-
nie sądowej, najczęściej w badaniach iden-
tyfikacyjnych oraz w dochodzeniu spornego 
ojcostwa (Roewer 2013).

Innym zastosowaniem STR jest analiza 
nie tylko liczby, ale i intensywności sygna-
łów, co pozwala na określenie liczby każde-
go z analizowanych chromosomów (Ogilvie i 
współaut. 2005).

W diagnostyce genetycznej sekwencje 
STR wykorzystywane są np. w metodzie 
umożliwiającej szybką (nawet do 24h) iden-

Rys 1. Poziom fluorescencji markerów mikrosa-
telitarnych dla disomii. Marker heterozygotyczny 
(dwa piki w stosunku 1:1).

Ryc. 2. Poziom fluorescencji markerów mikrosa-
telitarnych dla trisomii. Marker trisomiczny (trzy 
piki w stosunku 1:1:1).

Ryc. 3. Poziom fluorescencji markerów mikrosa-
telitarnych dla trisomii. Marker trisomiczny (dwa 
piki w stosunku 2:1).
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aberracji liczbowych wybranych chromoso-
mów w diagnostyce prenatalnej.

S t r es zc zen i e

Sekwencje mikrosatelitarne są to proste, tandemowe 
powtórzenia, zbudowane z jednego do sześciu nukleoty-
dów, przy czym najczęściej identyfikowane mikrosatelity 
to sekwencje o dwunukleotydowym motywie powtórzeń 
(CA)n. Mikrosatelity występują w sekwencjach kodują-
cych i w niekodujących fragmentach genów, jak i w ob-
szarach pozagenowych i dziedziczone są zgodnie z pra-
wami Mendla. W genomie człowieka sekwencje te poja-
wiają się średnio co sześć tysięcy par zasad. Ich duża 
zmienność polega na różnej liczbie powtórzeń motywu 
podstawowego w określonym miejscu (locus). Ze względu 
na wysoki stopień polimorfizmu, równomierne i częste 
rozmieszczenie w genomie są one doskonałymi markera-
mi genetycznymi. Wykorzystywane są w konstruowaniu 
map genetycznych, kryminalistyce oraz analizie pokre-
wieństwa między osobnikami. W diagnostyce genetycznej 
polimorfizm sekwencji mikrosatelitarnych jest wykorzy-
stywany głównie w tzw. diagnostyce pośredniej, w której 
analizuje się markery sprzężone z genem odpowiedzial-
nym za określoną jednostkę chorobową. Mikrosatelitarny 
DNA znalazł również zastosowanie w cytogenetyce mole-
kularnej umożliwiając szybką diagnostykę najczęstszych 
aneuploidii w badaniach prenatalnych.
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Summary

Microsatellite sequences or Short Tandem Repeats (STR) are simple, tandem (consecutive) repeats consisting of 
two to six nucleotides. Most often identified microsatellites are sequences with two-nucleotide repetition motif (CAn). 
Microsatellites occur in coding sequences, within non-coding gene fragments, as well as in outside gene areas, and 
are inherited according to Mendel’s laws. In human genome these sequences occur at a frequency of one per six 
thousand base pairs. Their vast diversity consists of a various number of base motif repetitions in a given locus. 
Because of their high degree of polymorphism, regular and frequent occurrence in the genome, they make excel-
lent genetic markers. They are used in the construction of genetic maps, forensics and in the analysis of relations 
between individuals. In molecular diagnostics the STR polymorphism is applied mainly in the so-called indirect di-
agnostics where STR markers connected with the gene responsible for a given disease are analyzed. Microsatellite 
DNA is also used in molecular cytogenetics making a rapid diagnosis of the most common aneuploidies in prenatal 
testing possible.


