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SEKWENCJE MIKROSATELITARNE I ICH WYKORZYSTANIE W
DIAGNOSTYCE MEDYCZNEJ

WSTEP

Genom jadrowy czlowieka zbudowany
jest z ponad trzech miliardow nukleotydow,
a dwoje obcych ludzi rézni sie od siebie za-
ledwie 0,1% tego genomu, czyli okolo trzema
milionami nukleotydow. Geny i sekwencje
genopodobne (np. introny) stanowia okolo
40% ludzkiego genomu, a szacowana liczba
genow (okolo 20 tysiecy), to zaledwie 2%.
W rejonach sekwencji kodujacych zmien-
nosc¢ genetyczna jest ograniczona, poniewaz
geny ulegajace ekspresji poddawane sa pre-
sji selekcyjnej w celu zachowania ich funkcji
[wyjatek stanowi region chromosomowy, w
ktorym zlokalizowane sa antygeny zgodnosci
tkankowej (ang. human leukocyte antigen,
HLA)]. Pozostala czes¢ genomu czlowieka
(okoto 60%) skladajaca sie z DNA miedzy-
genowego zwykle nie podlega presji selekcyj-
nej, a zachodzace w niej zmiany sga zazwy-
czaj zachowane i przekazywane nastepnemu
pokoleniu (IHGsc 2001, VENTER i wspoétaut.
2001, GONZAGA-JAUREGUI i wspolaut. 2012).

Okoto 18% DNA miedzygenowego to se-
kwencje unikatowe lub wystepujace w geno-
mie w jednej lub niewielu kopiach. Zdecy-
dowana jego wiekszos¢, bo okolo 42%, sta-
nowia sekwencje powtorzone umiarkowanie
lub wielokrotnie. Wystepuja one w genomie
w wielu kopiach i charakteryzuja sie okre-
Slong dlugoscia, rodzajem oraz ukladem nu-
kleotydow. Wiekszos¢ z nich nie koduje bia-
tek. Wsrod sekwencji powtoérzonych wyr6znic
mozna (i) sekwencje rozproszone, w ktorych
elementy powtarzajace sie sa oddzielone od

siebie innymi sekwencjami oraz (ii) sekwen-
cje tandemowe, gdzie motywy powtarzajace
sie sa ulozone obok siebie (IHGSC 2001,
VENTER i wspotaut. 2001, GONZAGA-JAUREGUI
i wspoétaut. 2012).

Sekwencje rozproszone powtarzajgce sie
(ang. interspersed repetitive sequences, IRS),
stanowiace 32% ludzkiego genomu, mozna
znalez¢ w wielu miejscach w genomie. Naj-
czesSciej sa to retrotranspozony, czyli frag-
menty DNA, ktérych transkrypty wulegaja
odwrotnej transkrypcji i w postaci DNA wia-
czaja sie w genom w nowym miejscu. W za-
leznosci od dlugosci sekwencje te dziela sie
na dwie kategorie:

A. SINE (ang. short interspered nuclear
elements), sekwencje krétsze niz S00pz;

B. LINE (ang. long interspersed nuclear
elements) sekwencje o diugosci 500pz i po-
wyzej (BAERTSCH i wspotaut. 2008, GONZAGA-
JAUREGUI i wspétaut. 2012).

Powtorzenia tandemowe, ktore stanowiag
w przyblizeniu 10% genomu, to zblokowane,
seryjne powtorzenia krotkiej sekwencji nu-
kleotydéw. Na podstawie dhlugosci dziela sie
na trzy typy (DUITAMA i wspoétaut. 2014):

A. Sekwencje satelitarne: wysoce powta-
rzalne sekwencje DNA o diugosci od jedne-
go do kilku tysiecy par zasad. Nazwa ich
pochodzi od jednorodnej (satelitarnej) frak-
cjii DNA obserwowanej podczas wirowania
gradientowego. Najczesciej sekwencje te wy-
stepuja, jako dlugie zgrupowania w hetero-
chromatynowych rejonach chromosomoéw,
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w poblizu centromerow i telomeréw oraz
na dlugim ramieniu chromosomu Y (CzAR-
NY i wspotaut. 1995, ALTEMOSE i wspoétaut.
2014).

B. Sekwencje minisatelitarne: krétsze se-
kwencje tandemowo powtorzone, znane row-
niez jako powtorzenia tandemowe o zmien-
nej liczbie powtorzen (ang. variable number
of tandem repeats, VNTR). Zbudowane sg
z elementéow o dlugosci 15-50pz. Catkowi-
ta dlugos¢ powtérzen ulozonych tandemowo
wynosi od kilkuset par zasad do ponad 20
tysiecy. Duza zmiennos¢ miedzy osobnikami
pod wzgledem caltkowitej dlugosci zestawow
powtorzen sSwiadczy o tym, ze miejsca (loci)
minisatelitarne sa wysoce polimorficzne.
ZmiennoS$¢ ta jest rezultatem nieprawidlo-
wego ulozenia sie powtdérzen podczas paro-
wania chromosomow i niero6wnego crossing-
-over, jak rowniez ,poslizgu” polimerazy DNA
w trakcie replikacji. Powtorzenia minisateli-
tarne (VNTR) sa rozproszone w catym geno-
mie, ale widoczna jest tendencja do groma-
dzenia sie ich w poblizu koncéw chromoso-
mow (JEFFREYS i wspoélaut. 1985, CZzARNY i
wspotaut. 1995).

C. Sekwencje mikrosatelitarne: krotkie
powtérzenia tandemowe inaczej zwane STR
(ang. short tandem repeats); naleza one do
grupy powtorzen tandemowych, rozniacych
sie liczba wystepujacych po sobie kilkunu-
kleotydowych jednostek. Sekwencje mikrosa-
telitarne zawieraja od 10 do 50 powtorzen
motywu o dilugosci 2-12 pz, a ich dilugosé
catkowita wynosi 50-500 pz. Najpowszech-
niejsze sekwencje STR to powtérzenia di-
nukleotydowe, z czego potowe stanowia po-
wtorzenia motywu ,CA” lub powtorzenia
mononukleotydowe. Miedzyosobnicza zmien-
nos¢ STR jest zwiazana z liczba elementow
powtorzonych zorganizowanych tandemowo.
Zdarzaja sie takze drobne réznice w sekwen-
cji. Mikrosatelity moga wystepowac jako
identyczne powtorzenia, np. (AGAT),, lub
moga by¢ podzielone krotkimi kilkunukleoty-
dowymi wstawkami zaburzajacymi ciaglos¢
powtarzajacego sie¢ motywu, np. (AGC).TG-
G(AGC),. Wystepuja rowniez mikrosatelity
zlozone jako szereg dwoéch lub wiecej typow
motywow powtarzajacych sie, np. (AT),(G-
C),(AT),. Zdecydowana wiekszoS¢ sekwen-
cji mikrosatelitarnych w genomie czlowieka
mozna zaliczy¢ do jednego z pieciu typow:
(A), (AC), (AAN), (AAAN), (AG),, gdzie ,N”
oznacza dowolna zasade innag niz adenina.
Sekwencje mikrosatelitarne charakteryzu-
ja sie wysokim polimorfizmem i wystepuja
rownomiernie w genomie z czestoscia oko-
to 1 locus na 6-10 kpz, zaré6wno w genach,
jak i miedzy nimi. Zrédtem zmiennosci w
sekwencjach STR jest najprawdopodobniej
»,poslizg” polimerazy DNA podczas replika-

cji, prowadzacy do wstawienia, albo rzadziej
delecji, przynajmniej jednej z powtorzonych
jednostek oraz by¢é moze nieréwny crossing-
-over (rekombinacja). Funkcja mikrosatelitow
w DNA niekodujacym, jezeli w ogodle istnie-
je, jest nadal nieznana. Ze wzgledu na to,
ze powstajg one w wyniku bledu w proce-
sie kopiowania genomu w czasie podziatu
komérki moga by¢ po prostu niechcianym
skutkiem replikacji genomu (CZARNY i wspol-
aut. 1995, SUBRAMANIAN i wspotaut. 2003,
ECKERT i HILE 2009, WILLEMS i wspoétaut.
2014).

Trinukleotydowe sekwencje mikrosateli-
tarne, znajdujace sie¢ w obrebie genu lub w
jego poblizu, mimo niekodujgcego charakte-
ru moga mie¢ wplyw na fenotyp. Jesli licz-
ba powtérzonych jednostek przekracza pew-
na wartos¢, moga one wywolywacé choroby.
W przypadku, gdy sekwencja o prawidlowe;j
(cho¢ zmiennej w pewnych granicach) diu-
gosci ulegnie wydluzeniu (ekspansji) ponad
wartoS€¢ progowa moze mieC ona negatywny
wplyw bezposrednio na gen (ekspansja po-
wtorzen w sekwencji kodujacej), powodujac
powstanie toksycznego biatka. Jesli sekwen-
cja ulegajaca namnozeniu zlokalizowana jest
w regionie 5’ nieulegajacym translacji (5'UTR)
moze oslabi¢ lub zahamowac transkrypcje.
Ekspansja powtérzen w regionie 3'UTR moze
za§ prowadzi¢ do powstania nieprawidlowe-
go mRNA, wchodzacego w interakcje z bial-
kami jadrowymi i zaburzajacego skladanie
eksonéw. Ekspansje trinukleotydow zalicza-
ne sa do mutacji dynamicznych, powoduja-
cych genetyczne choroby neurodegeneracyjne
i neuromiesniowe takie jak np. zespot kru-
chego X i plasawica Huntingtona (KOZLOWSKI
i wspotaut. 2010, ALMEIDA i wspoétaut. 2013,
SAWAYA i wspotaut. 2013).

WYKORZYSTANIE STR W MEDYCYNIE

Sekwencje STR sa coraz szerzej wyko-
rzystywane w diagnostyce molekularnej jako
wazne narzedzie diagnostyczne. Powodem
tego jest duza i réwnomierna czestosS¢ ich
wystepowania w genomie, wysoki polimor-
fizm oraz male rozmiary alleli STR, zwykle
100-300pz (BUTLER 2005).

W zwiazku z duza czestoscia wystepowa-
nia w genomie sekwencji dwunukleotydowych
(CA), sa one najczesciej wykorzystywane
jako markery genetyczne. Jednakze w
analizach molekularnych szerzej stosowane
sa sekwencje tri- 1 tetranukleotydowe,
ktore posiadaja w porownaniu do sekwencji
dinukleotydowych dwie wazne zalety: wicksza
roznice w rozdziale elektroforetycznym, a
zatem latwiejsza identyfikacje poszczegélnych
alleli, oraz mniejsze prawdopodobienstwo po-
wstawania artefaktow wywolanych bledami
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podczas replikacji. Ich przydatnos¢ ograni-
czona jest jednak z powodu mniejszej cze-

stosci wystepowania w genomie (CZARNY i
wspotaut. 1995).
Obecnos¢ sekwencji mikrosatelitarnych

w bezposredniej bliskosci sekwencji koduja-
cych, w intronach oraz regionach, ktéore nie
ulegaja translacji, umozliwia ich wykorzysta-
nie do lokalizacji znanych genow na mapie
genetycznej. Dzigki zastosowaniu markerow
STR mozna oszacowaé ryzyko wystgpienia
takich choréb jak niektére dziedziczne formy
cukrzycy, dystrofia miesniowa, pewne dzie-
dziczne formy nowotworéw i wiele innych
(ALTSHULER i wspotaut. 2008). Waznym za-
stosowaniem markeréw mikrosatelitarnych
jest ich wykorzystanie w sporzadzaniu map
genetycznych o duzej rozdzielczosci (shuza-
cych do mapowania genéow w diagnostyce
wielu chorob dziedzicznych) oraz w analizie
sprzezen. Precyzyjne mapy genetyczne (mapy
sprzezen) zawieraja duza liczbe markerow
réownomiernie pokrywajacych chromosomy.
Maja one za zadanie ulatwi¢ poszukiwanie
okreslonych genéw. W 1992 r. francuscy
naukowcy opracowali mape sprzezen gene-
tycznych wykorzystujac wylacznie markery
mikrosatelitarne o motywie powtarzajacym
sie (CA),. Byt to przelom w programie zma-
powania genomu czlowieka. W 1994 r., w
ramach Projektu Poznania Genomu Czlowie-
ka, opublikowano mape wszystkich ludzkich
chromosoméw o duzej rozdzielczosci. Do
konstrukcji tej mapy uzyto miedzy innymi
markerow STR: powtorzen (CA) , jak rowniez
tri- i tetranukleotydowych sekwencji powto-
rzonych. W oparciu o takie mapy opraco-
wano gotowe zestawy do mapowania gene-
tycznego. Umozliwiaja one odnalezienie wielu
nieznanych wczesniej genéw odpowiedzial-
nych za choroby jednogenowe, ale réwniez
bioracych udzial w powstawaniu choréb wie-
logenowych (EDWARDS i wspétaut. 1991, OL-
SON 1993, THE UTAH MARKER DEVELOPMENT
GROUP 1995, PAYSEUR i NACHMAN 2000).
Analiza sprzezen poprzez okreslanie mar-
keréw genetycznych wspoétdziedziczacych sie
z genem odpowiedzialnym za chorobe gene-
tyczna pozwala zlokalizowaé¢ ten gen w da-
nym obszarze chromosomu. Badanie odpo-
wiednich, polimorficznych markerow lezacych
w poblizu genu odpowiedzialnego za okreslo-
ne zaburzenie daje mozliwos¢ Sledzenia prze-
kazywania zmutowanego allelu w kolejnych
pokoleniach nawet, jesli podloze molekular-
ne choroby jest nieznane (tzw. diagnostyka
posrednia). Analiza probek DNA, pobranych
zarowno od chorych, jak i zdrowych czlon-
kow rodziny umozliwia oszacowanie czesto-
Sci, z jaka segreguja sie specyficzne markery
z allelem chorobowym. Czestos¢ ta jest mia-
ra odleglosci badanego markera od miejsca

(locus) z mutacja. Metoda ta mozna szybko
i jednoznacznie zidentyfikowa¢ nosicieli zmu-
towanego genu, np. w rodzinie z rodzinnag
polipowatoscia jelita grubego (KELEHER 1993,
PAYSEUR i1 wspotaut. 2008, PLAWSKI i wspol-
aut. 2013).

Aby marker byl przydatny do mapowa-
nia genéw powinien by¢ polimorficzny i cze-
sto wystepowaé w genomie. Powinien by¢
réwniez silnie sprzezony z badanym genem,
czyli wspélnie z nim przenoszony, mimo za-
chodzacego podczas mejozy crossing-over.
Wszystkie te kryteria spelniaja markery STR,
dodatkowo sa latwe do badania technika
PCR. Mapy genetyczne oraz metode analizy
sprzezen genetycznych wykorzystano do lo-
kalizacji wielu genéw m.in. BRCA1 i BRCA2
(ang. breast cancer 1, 2), odpowiedzialnych
za wiekszos¢ przypadkow dziedzicznych no-
wotworéw sutka (ALBERTSEN i wspolaut.
1994, BROWN 2012).

Zmiennos¢ w regionach STR znajduje
zastosowanie przy odréznianiu profili DNA.
Przy istniejacych setkach rodzajow STR, im
wiecej STR zostanie przeanalizowanych, tym
mniejsza jest szansa, ze DNA dwoéch réznych
osobnikow wykaze identyczny lub bardzo po-
dobny profil (taki sam zestaw tych sekwen-
cji STR) (BUTLER 2006, 2012). Najszybszym
sposobem oznaczania dlugosci STR jest re-
akcja PCR (ang. Polymerase Chain Reaction,
reakcja lancuchowa polimerazy). Do reakcji
wykorzystuje sie znakowane fluorescencyjnie
startery oligonukleotydowe, a rozne fragmen-
ty DNA z sekwencjami STR namnazane sa
jednoczesnie w jednej probéwce (PCR multi-
pleksowy), co umozliwia skrocenie czasu ba-
dania, obnizenie kosztow i uproszczenie pro-
cedury. Rozdzial elektroforetyczny produktow
PCR odbywa sie za pomoca elektroforezy ka-
pilarnej i pozwala na precyzyjne rozdzielenie
i detekcje fragmentow DNA roéznigcych sie
nawet o 1 pare nukleotydow (BUTLER 2005,
MADJUNKOVA i wspétaut. 2012).

Dla kazdego z badanych miejsc w ge-
nomie stosuje sie kilka réznych markerow
STR, poniewaz niektére z nich moga by¢
nieinformatywne ze wzgledu na posiadanie
takiej samej liczby powtorzen tandemowych
w danym locus na obu chromosomach (ho-
mozygotycznosc¢) (DEVYSER AB 2013).

Interpretacja danych i oznaczanie alleli
jest w duzej mierze oparte na analizie kom-
puterowej. W wyniku takiej analizy tworzony
jest wykres, tzw. elektroforogram, zawieraja-
cy roznokolorowe sygnaly, tzw. piki. Kazdy
z takich pikow sygnalizuje obecnos¢ okre-
Slonego fragmentu DNA o danej dlugosci, a
jego kolor wynika z dlugosci swiatla emito-
wanego przez barwnik fluorescencyjny zwia-
zany z jednym z pary starterow, ktore po-
stuzyly do uzyskania tego fragmentu w re-
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Rys 1. Poziom fluorescencji markeréw mikrosa-
telitarnych dla disomii. Marker heterozygotyczny
(dwa piki w stosunku 1:1).
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Ryc. 2. Poziom fluorescencji markeréow mikrosa-
telitarnych dla trisomii. Marker trisomiczny (trzy
piki w stosunku 1:1:1).
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Ryc. 3. Poziom fluorescencji markeréw mikrosa-
telitarnych dla trisomii. Marker trisomiczny (dwa
piki w stosunku 2:1).

akcji PCR. Polozenie kazdego z pikow okre-
Slone jest przez wspolrzedna na osi x odpo-
wiadajaca dlugosci danego fragmentu DNA.
Wspélrzedna na osi y okresla intensywnosc¢
fluorescencji. Analizujac wielkos¢ fragmen-
tow (liczbe powtdrzen) mozna okreslic po-
chodzenie danego chromosomu (poréwnujac
profil badanej osoby z profilem jej rodzicow
lub innych krewnych, a takze ze spornym
profilem uzyskanym z innego zrédia) (Bu-
TLER 2005, DEVYSER AB 2013).

Obecnie analiza STR jest szeroko stoso-
wana procedurg genotypowania w medycy-
nie sadowej, najczesSciej w badaniach iden-
tyfikacyjnych oraz w dochodzeniu spornego
ojcostwa (ROEWER 2013).

Innym zastosowaniem STR jest analiza
nie tylko liczby, ale i intensywnosci sygna-
low, co pozwala na okreslenie liczby kazde-
go z analizowanych chromosomoéw (OGILVIE i
wspotaut. 2005).

W diagnostyce genetycznej sekwencje
STR wykorzystywane sa np. w metodzie
umozliwiajacej szybka (nawet do 24h) iden-

tyfikacje nieprawidtowej liczby chromosomoéw
(aneuploidii chromosomowych). Dostepne na
rynku zestawy diagnostyczne pozwalajg przy
uzyciu QF-PCR (ang. Quantitive Fluorescent-
-PCR, ilosciowa, fluorescecyjna-PCR) na wy-
krycie aneuploidii chromosomow: 13, 18, 21,
X 1 Y w badaniach prenatalnych oraz dodat-
kowo chromosoméw 15, 16 i 22 w badaniu
materialu po poronieniu (BOCIAN i wspoétaut.
2011, MADJUNKOVA i wspélaut. 2012).

Genetyczne markery STR moga ro6znié
sie wielkoScia pomiedzy chromosomami i
probantami, zaleznie od liczby powtorzen
obecnych w kazdym allelu. DNA amplifiko-
wane od zdrowych probantow, ktorzy sa he-
terozygotami dla specyficznego markera STR
powinno wykaza¢ dwa sygnaly réznej ditugo-
Sci, odpowiadajace dwom allelom z podobny-
mi wysokosciami piku, natomiast dla homo-
zygot, gdzie pacjent ma dwa allele tej samej
dlugosci obserwuje sie jeden pik (Ryc. 1).
Obecno$¢ dodatkowej kopii chromosomu
(trisomii) zwiazane jest z obecnoscia trzech
pikow (Ryc. 2) o podobnej wielkosci albo tyl-
ko dwoch pikéw (Ryc. 3), z ktorych jeden
bedzie miat wielkoS¢ okoto dwa razy wiek-
szg niz drugi. Stosunki liczbowe wysokosci
pikow oraz zakresy ich normy sa okreslone
matematycznie dla kazdej metody diagno-
stycznej. W przypadku monosomii (braku
jednego chromosomu z pary) wszystkie mar-
kery STR wystepuja w jednej kopii (OGILVIE
i wspotaut. 2005, DEVYSER AB 2013).

Z powodu losowego wystepowania homo-
zygotycznosci STR do badania jednego chro-
mosomu wykorzystuje sie kilka (zwykle 5-6)
roznych zlokalizowanych w jego obrebie se-
kwencji STR. Wynik moze zosta¢ uznany za
informatywny, jesli trisomia/monosomia do-
tyczy co najmniej dwoch z badanych mar-
keréw, przy nieinformatywnych pozostatych
markerach dla danego chromosomu (OGILVIE
i wspotaut. 2005, DEVYSER AB 2013).

PODSUMOWANIE

Za wyjatkiem blizniat monozygotycznych
identycznych genetycznie, istnienie dwoéch
os6b, ktore mialyby dokladnie taka sama
kombinacje alleli mikrosatelitarnych jest wy-
soce nieprawdopodobne. Analiza duzej liczby
sekwencji mikrosatelitarnych pozwala usta-
lic unikatowy profil genetyczny dla kazdego
czlowieka. Ustalenie profili DNA jest znanym
narzedziem w dochodzeniach sadowych, na-
tomiast w diagnostyce genetycznej umozliwia
konstruowanie map genetycznych i okresle-
nie ryzyka wystapienia choroby w rodzinie
czy tez nosicielstwa patologicznego genu.
Mikrosatelity pozwalaja takze na okreslanie
liczby krytycznych dla pacjenta fragmentow
DNA, co ma zastosowanie w diagnostyce
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aberracji liczbowych wybranych chromoso-
mow w diagnostyce prenatalne;.

Streszczenie

Sekwencje mikrosatelitarne sa to proste, tandemowe
powtoérzenia, zbudowane z jednego do szesciu nukleoty-
dow, przy czym najczesciej identyfikowane mikrosatelity
to sekwencje o dwunukleotydowym motywie powtorzen
(CA),. Mikrosatelity wystepuja w sekwencjach koduja-
cych i w niekodujacych fragmentach genéw, jak i w ob-
szarach pozagenowych i dziedziczone sa zgodnie z pra-
wami Mendla. W genomie czlowieka sekwencje te poja-
wiaja sie Srednio co sze$¢ tysiecy par zasad. Ich duza
zmiennoS¢ polega na roznej liczbie powtorzen motywu
podstawowego w okreslonym miejscu (locus). Ze wzgledu
na wysoki stopien polimorfizmu, réwnomierne i czeste
rozmieszczenie w genomie sa one doskonalymi markera-
mi genetycznymi. Wykorzystywane sa w konstruowaniu
map genetycznych, kryminalistyce oraz analizie pokre-
wienstwa miedzy osobnikami. W diagnostyce genetycznej
polimorfizm sekwencji mikrosatelitarnych jest wykorzy-
stywany gléwnie w tzw. diagnostyce posredniej, w ktorej
analizuje sie markery sprzezone z genem odpowiedzial-
nym za okreslona jednostke chorobowa. Mikrosatelitarny
DNA znalazt rowniez zastosowanie w cytogenetyce mole-
kularnej umozliwiajac szybka diagnostyke najczestszych
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.



