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MIKROSATELITY - MALE MARKERY GENETYCZNE
O WIELKIM ZNACZENIU

Przemystaw Tomczyk (Lodz)

Streszczenie

Mikrosatelity sa odcinkami niekodujacego DNA, z tego wzgledu pojawiajace si¢ w nich mutacje zwykle
(ale nie zawsze) nie powoduja zmian u organizmu zywego 1 nie sg one naprawiane. Dlatego tempo mutacji
mikrosatelitow jest bardzo wysokie i praktycznie kazdy organizm ma unikalng ich kombinacje — dzigki temu
mogg by¢ wykorzystywane jako markery genetyczne w wielu dziedzinach: do badan nad genomem i wykry-
wania chorob genetycznych, do ustalania ojcostwa, w kryminalistyce, kontroli rodowodow rasowych zwierzat,
w badaniach genetyki populacji i rekonstrukcji jej niedalekiej przesztosci.

Abstract

Microsatellites are fragments of non-coding DNA, therefore mutations appearing in them usually (but not
always) do not cause changes in the living organism and they are not repaired. Therefore, the rate of micro-
satellite mutation is very high and practically every organism has a unique combination of its - thanks to this
they can be used as genetic markers in many areas: for genomic research and detection of genetic diseases,
paternity testing, forensic science, control of animals pedigree, in population genetics and reconstruction of
its recent past.

U organizmow eukariotycznych (np. roslin i zwie-
rzat) materiat genetyczny tylko w matej czesci sktada
sie z ,,sensownej” informacji. Np. u cztowieka geny
i sekwencje genopodobne (np. introny) stanowia oko-
fo 40% genomu, a szacowana liczba genéw (okoto
20 tysigcy) to zaledwie 2%. Pozostata czg$¢ geno-
mu (okoto 60%) sktada si¢ z DNA miedzygenowego
i zwykle nie podlega presji selekcyjnej, a zachodzace
W niej zmiany (mutacje) s zazwyczaj zachowywane
i przekazywane nastepnemu pokoleniu.

Sposrod tego DNA migdzygenowego okolo 18%
stanowia sekwencje unikatowe lub wystgpujace w ge-
nomie w jednej lub niewielu kopiach. Zdecydowana
wiekszo$§¢ DNA migdzygenowego to sekwencje po-
wtorzone umiarkowanie lub wielokrotnie. U cztowie-
ka stanowig one okoto 42% DNA [3], u pozostatych
organizmoOw szacuje si¢, ze ich zawarto$¢ to od 30%
do nawet 90%. Wystepuja one w genomie w wielu
kopiach i charakteryzuja sie okreslona dhugoscia,
rodzajem oraz ukladem nukleotydéw. Sekwencje
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powtorzone mozna wedle tych kryteriow sklasyfiko-
wac na kilka grup (Ryc. 1).

Sekwencje powtoérzone
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Ryc. 1. Klasyfikacja sekwencji powtérzonych DNA (wykonanie wiasne).

Sekwencje powtérzone mozemy podzieli¢ po
pierwsze na: rozproszone, ktorych elementy powta-
rzajace si¢ sg oddzielone od siebie innymi sekwencja-
mi oraz na sekwencje tandemowe, ktérych motywy
powtarzajace si¢ utozone sg obok siebie.

Do sekwencji rozproszonych powtarzajacych
si¢ zaliczamy retrotranspozony (fragmenty DNA,
ktorych transkrypty ulegaja odwrotnej transkrypcji
i w postaci DNA wilaczajg si¢ w genom w nowym
miejscu). W zaleznos$ci od dlugosci sekwencje te
dzielg si¢ na:

* SINE (ang. short interspered nuclear elements),
sekwencje krotsze niz 500 par zasad (pz),

* LINE (ang. long interspersed nuclear elements),
sekwencje o dtugosci co najmniej 500 pz.

Z kolei sekwencje tandemowe to zblokowane, se-
ryjne powtorzenia krotkiej sekwencji DNA (Ryc. 2).

Allel 2 ——|caca]cacajcal
Attel 3 ——|caca]cafca]cafcalcajcal—

Ryc. 2. Allele mikrosatelitéw réznig sie¢ liczbg powtdrzen charakterystycz-
nego dla nich motywu, w tym wypadku jest to dinukleotyd (CA)n. Allel I:
(CA)4; Allel 2: (CA)5; Allel 3: (CA)8 (wykonanie wlasne).

Na podstawie dtugosci dziela si¢ na trzy typy:

1. Sekwencje satelitarne: wysoce powtarzalne se-
kwencje DNA o dlugosci od jednego tysigca do
kilku tysiecy par zasad.

2. Sekwencje minisatelitarne: krotsze sekwencje
tandemowo powtorzone, zbudowane sa z elemen-
tow o dlugosci 15-50 pz.

3. Sekwencje mikrosatelitarne, krotkie powtorzenia
tandemowe, inaczej nazywane STR (ang. short
tandem repeats); zawieraja od 10 do 50 powtorzen
motywu o dtugosci 1-6 pz [5], a ich dlugos¢ catko-

wita wynosi 50-500 pz. Tym wilasnie sekwencjom
przyjrzymy si¢ szczegdtowo w dalszej czgsci pracy.

Czym sa mikrosatelity?

Ilos¢ markeréw STR jest porownywalna u roslin
i zwierzat. Mikrosatelity sa rownomiernie rozpro-
szone w chromosomach lub wykazuja preferencje
do obszaréw przycentromerowych; moga wystepo-
wac zarowno w genach, jak i migdzy nimi [9]. Ich
sekwencje maja kilka form:

* mikrosatelity ,,doskonale” (perfect tandem repeti-
tion) [7, 3]: identyczne powtorzenia, np. (AGC), .
Takie sekwencje sa w istocie najpowszechniejsze,
u cztowieka najczestsze sa powtodrzenia dinukle-
otydowe (CA), i powtorzenia mononukleotydowe
(A),. U roslin najczesciej spotyka sig¢ sekwencje
typu (AT)_ oraz (TAT) , znacznie rzadsze sg se-
kwencje (GA), i sporadycznie (CA) — te ostat-
nie powszechne sa w genomach zwierzecych,

* mikrosatelity ,,niedoskonate” (imperfect tandem
repetition) [7, 3]: podzielone krotkimi kilkunukle-
otydowymi wstawkami zaburzajacymi cigglos¢
powtarzajgcego si¢ motywu, np. (AGC).TG-
G(AGC), [3]. Tego typu mikrosatelity s stabil-
niejsze od wczesniej opisanych i by¢ moze odgry-
wajg role w regulacji aktywnosci genow [9],

* istnieja rowniez mikrosatelity skladajace sie¢
z szeregu dwoch lub wigkszej liczby typow mo-
tywow powtarzajgcych sig, np. (AT),(GC),(AT),
[3]. Sa one odmiang mikrosatelitow ,,niedoskona-
tych” [7, 3].

Wazna cecha mikrosatelitow jest ich wysoki poli-
morfizm, tzn. wystgpowanie w populacji kilku lub na-
wet kilkunastu réznych form — alleli (odmian) dane-
go markera, roznigcych si¢ liczbg powtdrzen danego
motywu, a wigc i dtugoscia (Ryc. 2) [4]. Polimorfizm
STR jest imponujacy - wedlug obecnego stanu wie-
dzy nie ma dwoch zyjacych osobnikow, ktore miaty-
by identyczng kombinacje¢ alleli mikrosatelitarnych.
Szacuje sig, ze polimorfizm charakteryzujacy poje-
dyncze loci mikrosatelitarne siega 90% [7]. Uwaza
si¢, ze ta zmiennos$¢ jest wynikiem nagromadzenia
w czasie ewolucji mutacji, najczgsciej pojedynczych
zmian sekwencji nukleotydow, a poniewaz, jak wspo-
mniano wyzej, sa to obszary niekodujace, mutacje te
nie maja wplywu na fenotyp czy zdolno$ci adaptacyj-
ne, przez co nie podlegaja selekcji [4].

Wysoki polimorfizm mikrosatelitow jest spowo-
dowany pomytkami polimerazy DNA, tzw. ,slizga-
niem” si¢ polimerazy (ang. polymerase slippage):
w wielokrotnie tandemowo powtorzonej sekwencji
nie ma punktéw odniesienia dla polimerazy, tak jak
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w przypadku sekwencji unikatowych. Prowadzi to
zazwyczaj do wydtuzania, rzadziej do delecji (usu-
nigcia), przynajmniej jednej z powtdrzonych jedno-
stek. Tak wigc co pewien czas poslizg polimerazy
prowadzi do powstania nowego wariantu STR o in-
nej dlugosci, wzbogacajac zestaw alleli znajdujacych
sie w populacji [7]. Innym mozliwym mechanizmem
powstawania nowych wariantow mikrosatelitow jest
nierowny crossing-over (rekombinacja) [4].

Ewentualne funkcje mikrosatelitow nalezy rozpa-
trywa¢ w dwoch aspektach. W DNA niekodujacym,
jezeli w ogole STR odgrywaja jaka$ role, jest ona
nadal nieznana. Ze wzgledu na to, ze mikrosatelity
powstaja w wyniku bledu w procesie kopiowania ge-
nomu podczas podziatu komorki, moga by¢ po prostu
niechcianym skutkiem replikacji genomu [3]. Jezeli
nalezaloby wskaza¢, gdzie mikrosatelity moglyby
pei¢ jakas funkcje dla organizmu, podaje sie: wptyw
na organizacj¢ chromatyny, rekombinacje, replikacje
DNA, cykl komorkowy oraz system naprawy bted-
nie sparowanych nukleotydow (ang. mismatch repair,
MMR). Nie jest to jednak nadal rozstrzygniete [7].

Powyzej opisane rozwazania dotyczg DNA nieko-
dujacego. Mikrosatelity mimo swego braku wptywu
per se na fenotyp i adaptacj¢, moga oddzialywaé na
nie posrednio: jesli znajdujg si¢ w obrebie lub w po-
blizu genu. W przypadku, gdy sekwencja mikrosate-
lity o prawidlowej (cho¢ zmiennej w pewnych gra-
nicach) dhugosci ulegnie wydhuzeniu ponad wartos¢
progowa, moze mie¢ negatywny wptyw bezposrednio
na gen (ekspansja powtdrzen w sekwencji kodujacej),
powodujac powstanie toksycznego biatka. Ekspansje
powtorzen trinukleotydowych odpowiadaja np. za
genetyczne choroby neurodegeneracyjne i neuromie-
$niowe, takie jak np. zespot kruchego chromosomu X
i plasawica Huntingtona [3].

Zastosowania mikrosatelitow

Z uwagi na zwigzki STR z wystgpowaniem pew-
nych chorob, mozna ja wykorzystywac jako markery
w badaniach genetycznych. Poza wyzej wymieniony-
mi schorzeniami dzieki zastosowaniu mikrosatelitow
mozna oszacowac ryzyko wystgpienia takich choréb
jak niektére dziedziczne formy cukrzycy, dystrofia
mig$niowa, pewne dziedziczne formy nowotworow
i wiele innych [3].

Innym waznym zastosowaniem markeréw STR jest
mozliwos$¢ ich wykorzystania w sporzadzaniu map
genetycznych o duzej rozdzielczosci (stuzacych do
mapowania gendw w diagnostyce wielu chorob dzie-
dzicznych) oraz w analizie sprzezen. Stwarza to wspa-
niala podstawe do dalszych badan genetycznych [3].

Innym interesujagcym zastosowaniem mikrosa-
telitow jest sadownictwo. Poniewaz STR sg bardzo
polimorficzne i kazdy organizm posiada praktycznie
wlasny unikalny profil STR, na tej podstawie mozna
identyfikowa¢ konkretng osob¢ czy organizm. Znaj-
duje to zastosowanie w kryminalistyce (kiedy dyspo-
nujemy probka biologiczng z miejsca przestepstwa
i potrzebujemy udowodni¢ do kogo nalezata) oraz
ustalaniu rodzicielstwa zarowno u ludzi, jak i u zwie-
173 [2]. W sadownictwie wykorzystywane sg rowniez
i ro$liny. Material roslinny moze stanowi¢ cenng in-
formacje w $ledztwie wielu kategorii przestepstw,
w szczegblnosci gdy podczas popetiania czynu ma-
teriat ro§linny (np. pytek) zostat przeniesiony z jedne-
go miejsca na drugie [5].
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Ryc. 3. Zel agarozowy po przeprowadzonej elektroforezie. Prazki to
odcinki DNA o danej dtugosci, kazdy ,stupek” to badana probka lub
mieszanka wzorcowych DNA o znanej diugoséci (wzorce dlugosci DNA
polozone sg najbardziej skrajnie, po lewej i po prawej) — na ich podstawie
ocenia sie¢ dtugos¢ alleli mikrosatelitow (zrédlo: Wikimedia Commons, na
licencji 3.0; autor: Rkalendar).

Mozliwo$¢ identyfikacji osobnikéw na podstawie
profili STR znajduje zastosowanie w jeszcze jednej
dziedzinie: badaniach i kontroli rodowodow rasowych
zwierzat, np. psoOw czy koni [4]. Jest to wazne row-
niez w przypadku gatunkow rzadkich i ginacych, np.
zubrow. Z uwagi na bardzo ograniczong liczebno$¢
tych zwierzat, jest sprawa kluczowa, aby kojarzy¢
ze soba osobniki jak najbardziej rozne genetycznie
1 w miar¢ mozliwosci nie dopuszczaé do krzyzowania
w pokrewienstwie. Mikrosatelity umozliwiajg zwery-
fikowanie stopnia pokrewienstwa zwierzat.

W naukach ekologicznych STR s3 bardzo uzytecz-
ne w badaniach genetyki populacji, sg jednym z naj-
bardziej popularnych i wszechstronnych markerow
[6, 7]. Pozwalaja nam ustali¢ struktur¢ genetyczng
populacji, czy jest zroznicowana, bogata genetycz-
nie, czy wrecz przeciwnie. W zdrowych, licznych
w osobniki populacjach, zréznicowanie STR jest
duze, w populacjach izolowanych i inbredowanych
(takich, gdzie osobniki z konieczno$ci krzyzujg si¢
w pokrewienstwie) mikrosatelity sg krotsze i ich zrozni-
cowanie jest znaczgco nizsze [5]. Zwiazek miedzy
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wielkoscig populacji i zroznicowaniem mikrosatelitow
mozna wykorzysta¢ w badaniach organizméw, ktore
z 16znych wzgledow trudno policzy¢ czy dotrze¢ do
nich. Na podstawie analizy profili STR matej (ale re-
prezentatywnej) proby osobnikoéw mozna szacowac,
jak wielka jest cata populacja. Mozliwa jest rowniez
ocena zmiany wielkosci populacji w czasie, np. wy-
krycie jej niedawnej redukcji wielkosci [1].

Markery mikrosatelitarne mozna réwniez wyko-
rzystywa¢ do rekonstruowania przesztosci popula-
cji. Wydaja si¢ one bardzo uzytecznym narzedziem
w wyjasnianiu powigzan ewolucyjnych pomig¢dzy
blisko spokrewnionymi populacjami [8]. Co wazne
jednak, takie badania, z uwagi na wysokie tempo
mutacji STR mozna wykonywac¢ tylko na blisko spo-
krewnionych populacjach i w badaniach dotyczacych
krotkiego geologicznie okresu czasu. Do badan dalej
spokrewnionych organizmoéw i dotyczacych dhuz-
szych okresow czasu stuzg wolno ewoluujgce marke-
ry filogenetyczne.

Metody badan markeréw STR

Przy calej mnogos$ci zastosowan mikrosatelitow
warta podkreslenia jest stosunkowa atwos¢ ich ba-
dan. W analizach STR najczesciej stosuje si¢ reak-
cj¢ PCR (ang. Polymerase Chain Reaction, reakcja
fancuchowa polimerazy) oraz elektroforeze, dwie
stosunkowo proste metody laboratoryjne. Do prze-
prowadzenia reakcji PCR (ktora stuzy amplifikacji,
namnozeniu, uzyskania wielu kopii STR do przepro-
wadzenia dalszych analiz) konieczna jest znajomos¢
sekwencji flankujacych i1 temperatury ich przyla-
czania [2]. W przypadku dobrze znanych markerow

nie jest to problemem, pewnym wyzwaniem jest za$
opracowanie i ustawienie warunkow reakcji dla mar-
kero6w nowych i/lub dla nowych gatunkow.

Namnozone podczas reakcji PCR mikrosatelity
rozdziela si¢ elektroforetycznie w celu ustalenia, ja-
kiej dtugosci allele i w jakiej kombinacji wystepuja
w danej probce. Rozdziat elektroforetyczny przepro-
wadza si¢ zwykle za pomoca elektroforezy kapilar-
nej, ktora pozwala na precyzyjne rozdzielenie i detek-
cje fragmentow DNA rdznigcych si¢ nawet o 1 pare
nukleotydow [3]. Mozliwa jest rowniez elektroforeza
w zelu poliakrylamidowym [2] lub w wysokoroz-
dzielczej agarozie, ktore rowniez cechuja sie¢ wysoka
rozdzielczoscia, sa jednak metodami bardziej czaso-
i pracochtonnymi.

Markery mikosatelitarne majg zastosowania w wie-
lu dziedzinach, zar6wno naszego zycia, jak i ba-
daniach otaczajacego nas $wiata. Umozliwiajg nie
tylko wglad w aktualny stan przyrody, ale rowniez
w odtwarzanie jej przeszlosci. Wciaz jednak nie wie-
my wszystkiego na temat samych STR, np. czy i jaka
jest ich funkcja w genomie. Postep prowadzonych na
catym $wiecie badan daje nam nadziejg, Ze z czasem
bedziemy rozwigzywaé¢ coraz wigcej zagadek ukry-
tych w kodzie zycia, w DNA.

Praca powstata w wyniku realizacji projektu o nr
2016/23/N/NZ8/02057 finansowanego ze srodkow
Narodowego Centrum Nauki.
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CZESCI ZAMIENNE DLA LUDZKICH ZMYSLOW.
IMPLANTY SLIMAKOWE

Ryszard Tadeusiewicz (Krakow)

Streszczenie

W artykule zasygnalizowany zostal problem sprzegania fragmentow systemu nerwowego z urzadzeniami
technicznymi przez tak zwany Brain-Computer Interface (BCI). Ogolna tematyka BCI jest bardzo ciekawa,
ale raczej przysztosciowa i w duzej mierze hipotetyczna, wiec w tym artykule bedzie tylko zasygnalizowana.
Natomiast w artykule doktadniej omoéwiono urzadzenie, ktére od lat wykorzystuje potaczenie systemu tech-
nicznego z mézgiem. Jest to tak zwany implant §limakowy, bedacy proteza narzadu stuchu przytaczona do
nerwu stuchowego. W artykule przedstawiono jego budowe i zasade dziatania.

Abstract

The article indicates the problem of coupling fragments of the nervous system with technical devices by the
so-called Brain-Computer Interface (BCI). The general topic of BCI is very interesting, but rather forward-
-looking and largely hypothetical, so in this article will only be signaled. Instead of general discussion the
article discusses more detail one interesting example: the device that has been using the connection between
the technical system and the brain for years. This is the so-called cochlear implant, which is a prosthesis of the
auditory organ connected to the auditory nerve. The article presents its structure and principle of operation.

Wprowadzenie

Rozw¢j techniki medycznej powoduje, ze coraz
czgsciej osSmielamy si¢ zastepowaé naturalne orga-
ny czlowieka ich odpowiednikami wykonanymi jako
twory techniki. W ten sposdb moglibySmy organy
niepoprawnie rozwini¢te w zyciu ptodowym (wady
wrodzone) lub uszkodzone w nastepstwie wypadku
albo choroby zastgpi¢ elementami sztucznymi. Jak
w samochodzie — gdy si¢ co$ zepsuje, wystarczy
uzy¢ czesdci zamiennej. Mamy takie czgsci zamienne.
Operacje ortopedyczne, w ktérych zerwane $Sciegna
zastepuje si¢ widknami sztucznymi to juz rutyna.
Sprezyste stenty rozpierajace zwezone przez skle-
roz¢ naczynia krwionosne to takze czesto uzywane
elementy techniczne, stuzace do naprawiania niedo-
skonatosci ludzkiego ciata.

Robimy to coraz $mielej. Wymieniamy zuzyte
stawy biodrowe na tytanowe implanty, wszywamy
sztuczne zastawki serca, uzywamy pomp insulino-
wych zastepujacych funkcjonowanie trzustki u diabe-

tykow i elektronicznych rozrusznikéw serca. Budu-
jemy tez sztuczne narzady. Powszechnie uzywane sg
sztuczne nerki, ratujace zycie ludzi z niewydolnoscia
ich wlasnych nerek, dostgpne jest sztuczne ptuco-ser-
ce, uzywane przy zabiegach kardiochirurgicznych,
gdy wlasne serce pacjenta jest zatrzymane albo wrecz
wyjete z klatki piersiowej (na przyktad podczas prze-
szczepu). Wprawdzie sztuczne serce czy sztuczna
nerka, ktére mozna by byto umiesci¢ w ciele pacjenta
w miejsce jego wlasnych narzadow, to dopiero przy-
szto$¢, bo obecnie budowane sztuczne narzady maja
rozmiar sporej szafki i to raczej pacjent jest przyla-
czany do sztucznego narzadu, a nie odwrotnie, ale po-
step techniki juz nieraz pokazat, do jak daleko idacej
miniaturyzacji jesteSmy zdolni.

Jest jednak fragment naszego ciala, do ktérego
podchodzimy z najdalej posunigta ostroznoscia. To
moézg — siedlisko mysli, osrodek uczu¢, narzgdzie
inteligencji, opakowanie osobowosci. O sztucznym
moézgu mozemy chwilowo tylko pomarzy¢é — zresz-
ta, gdyby cztowiekowi wymieni¢ mozg na sztuczng






