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ABSTRACT: This paper is a preliminary description of three HVR-DNA markers
routinely used in Poland: D7S21, D12S11, and D5S110. The distribution of pheno-
types and allele frequencies in the population of central Poland is presented. The in-
dependence of inheritance within and between loci was confirmed. Our data indicate
that among the screening systems the most polymorphic system is D12S11/Hinf 1.
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INTRODUCTION

The term VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) was originally in-
troduced by Nakamura et al. in 1987 [17] to characterise polymorphism of
highly variable minisatellite regions in human DNA.

Minisatellite sequences form arrays comprised of tandemly repeated
copies of length from a few hundred up to 20 000 base pairs (bp) and repeated
motif ranging from 9 to 100 bp [24]. Their total number on the human ge-
nome is a few thousand, of which around one hundred demonstrate hy-
per-variability (so called HVR hypervariable regions) as they can appear in
a few dozen to many hundred allelic forms [21]. The first locus of this type
was described by Wyman and White in 1980, and labelled as D14S1 [27].
The discovery of the HVR regions commonly used in forensic analysis is
thanks to the work of Wong et al. - D7S22, D1S7, D7S21, and D12S11 [26],
Nakamura et al. —D2544, D14S13, and D17S26 [17], Bragg et al. - D10S28
[56], Milner et al. — D4S139 [16], Armour et al. — D5S110 [3], Royley et al. —
D16S309 [20].

* Work was supported by grant of Medical Academy, L.dz.
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Though HVR regions are routinely used in paternity testing, up to now
a comprehensive database of these regions has not been set up for the Polish
population; such a database is essential for carrying out analysis and per-
forming calculations.

The aim of this work was to preliminarily characterise three VNTR loci,
considered highly polymorphic—D7521, D12S11, and D5S110 —in a popula-
tion sample from central Poland.

METHODS

The blood samples used in the present study were collected from people
living in central Poland, during paternity testing at the Department of Fo-
rensic Medicine, the Medical Academy of 1.6dz in the years 1997-1999. The
studies encompassed 214 to 266 unrelated adults of both genders.

DNA was extracted by the salt-out method [15], digested with Hinf I re-
striction enzyme (Promega) and electrophoretically separated on agarose
gel with TBE buffer [22]. A vacuum DNA transfer onto the Hybond N+ mem-
brane (Amersham) was performed according to the Pharmacia LKB proce-
dure; hybridisation was carried out with MS31, MS43A, MS621, and
MW100 probes, and chemiluminescent detection with LumiPhos 530 sub-
strate and HyperfilmTM ECL radiographic film (Amersham), according to
the Cellmark Diagnostics procedures. The sizes of DNA fragments were
measured with reference to a Nice™/DNA Analysis (Life Technologies)
marker using BIO 1D software, made by Vilber Lourmat.
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Fig. 1. Scatterplot of D7S21 (Hinf I) genotypes in central Poland population (n = 214).
Fragment length in base pairs.
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The correlation coefficient r, according to Weir [25], was used to assess
the independence of inheritance within the locus as well as between alleles
of each pair of loci.

RESULTS

Owing to the very high diversity of Hinf I restriction fragment lengths for
HVR regions D7S21, D12S11 and D5S11 obtained among 214—266 unre-
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Fig. 2. Scatterplot of D12S11 (Hinf I) genotypes in central Poland population
(n = 266). Fragment length in base pairs.
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Fig. 3. Scatterplot of D5S110 (Hinf I) genotypes in central Poland population
(n = 215). Fragment length in base pairs.



Distribution of Hinf I restriction fragments ... 55

lated people from central Poland, the distribution of their phenotypes has
been presented in Figures 1, 2 and 3 in the form of scatterplots.

Statistical parameters, describing the observed distribution of DNA frag-
ment lengths in D7S21, D12S11 and D5S11 loci in the studied population
are shown in Table I.

TABLE I. PARAMETERS DESCRIBING DISTRIBUTION OF RESTRICTION FRAGMENTS
OBTAINED AFTER DIGESTION WITH HINF I ENZYME IN LOCI: D7821,
D12S11 AND D5S110 IN THE POPULATION OF CENTRAL POLAND (FRAG-
MENT LENGTH IN KILOBASE PAIRS)

Central Poland D7S21/Hinf 1 D12S11/HinfI | D5S110/Hinf I
Number of
DNA fragments 428 > -
Min. fragment 3179 2.959 1.664
length
Max. fragment 11.660 12.064 9.646
length
Mean fragment 6.969 8.069 4.291
length
Median 6.940 8.299 4.167
Standard 1.452 1.802 1.255
deviation
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Fig. 4. Allele frequency distribution of locus D7S21 (Hinf I) in central Poland popula-
tion (n = 214).
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Fig. 5. Allele frequency distribution of locus D12S11 (Hinf I) in Central Poland popu-
lation (n = 266).
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Fig. 6. Allele frequency distribution of locus D5S110 (Hinf I) in central Poland popu-
lation (n = 215).

The distributions of 428, 430 and 532 DNA fragments of: D7S21/Hinf I,
D12S11/Hinf I and D5S11/Hinf I systems, arranged in order according to
length, are shown in graphs at 100 bp intervals (Figures: 4, 5, 6).

Parameters describing independence of alleles within loci and between
lociD7S21,D12S11, and D5S1101n the analysed population sample are pre-
sented in Table II.



Distribution of Hinf I restriction fragments ... 57

TABLE II. ESTIMATION OF ALLELES INDEPENDENCE WITHIN AND BETWEEN
LOCI: D7S21, D12S11 AND D5S110 IN THE POPULATION OF CENTRAL PO-

LAND
Locus D7S21 D12S11 D5S110
Tp22-pter 12q24.3-qter distal 5p
D7S21 r=-0.115 r= 0.000 r= 0.036
D12S11 r= 0.000 r= 0.004 r=-0.040
D5S110 r= 0.036 r=-0.040 r=-0.034

r — coefficient of correlation.

DISCUSSION

This work is devoted to an analysis of the D7S21/Hinf I, D12S11/Hinf I
and D5S11/Hinf I systems in a population sample from central Poland con-
sisting of 214, 266, and 215 unrelated individuals.

According to Odelberg et al. [18], it is difficult to establish what the sam-
ple size should be in a population study. It depends on many factors such as
locus polymorphism and the statistical approach applied in analysis. How-
ever, he estimates that just 150 persons constitute a sufficiently large sam-
ple.

In the case of classical blood groups systems and STR type systems we are
dealing with a small number of alleles with a discrete distribution, so, in
HVR regions, because of small differences in fragment size, allele distribu-
tions are close to continuous [2, 9]. After direct measurements of restriction
fragments obtained for each person, researchers conducting the study had
so much data that the classical way of presenting them was impossible.
Therefore it was decided to present them in the form of scatterplots, which
had been used earlier by Alonso et al. [1]. This approach allows us to mea-
sure the range of sizes within which phenotypes are observed and the degree
of differentiation of phenotypes within a given system, and also to compare
phenotype distributions between different systems.

One can conclude from an analysis of the obtained scatterplots and the
values of parameters describing these scatterplots, presented in Table I,
that in the population of central Poland the widest range of lengths of re-
striction fragments and highest differentiation of phenotypes among unre-
lated persons is observed for locus D12S11. The narrowest range of lengths
of these fragments and the smallest differentiation of genotypes occurs in lo-
cus D5S110.



58 R. Jacewicz, S. Szram, <J. Berent

Restriction fragments were grouped at intervals of 100 bp, which allowed
the obtained allele distributions in the population of central Poland to be
presented as graphs of frequencies (Figures 4, 5 and 6). This is the most fre-
quent way of presenting data concerning highly polymorphic minisatellite
DNA regions, giving an allele distribution that is closest to the real one in
these loci [7, 10, 12, 14, 23, 28].

Obtained frequency distributions for the analysed fragments show that
the studied VNTR systems are characterised by very high variability in the
population of central Poland. DNA fragments obtained by restriction diges-
tion using Hinf I endonuclease, grouped with 100 bp intervals, were present
in 78 sections for locus D12S11, 67 sections for locus D7S21 and 64 sections
for locus D5S110. Allele frequencies in these sections do not exceed a value of
0.042 forlocus D7S21, 0.039 for locus D12S11 and 0.060 for locus D5S110.

Analysis of data on distributions of DNA fragments obtained after Hinf I
restriction endonuclease digestion on loci: D7521, D12S11, and D5S110 in
different populations confirms that the analysed regions are highly poly-
morphic. Allelic distributions in compared population samples vary signifi-
cantly, butin all cases we observe a high number of alleles and low frequency
in particular sections. The highest allelic frequencies in 100bp sections do
not exceed values of 0.070 and 0.063 for systems D7S21/Hinf I and D12S511/
Hinf I respectively [7, 10, 12, 23, 28] and 0.084 for system D5S110/ Hinf I
[11, 14].

Alleles D7S21/Hinf I in the population of central Poland occur within the
size range 3.2—11.7 kbp (Figure 4). The distribution has a unimodal pattern
characteristic for different European populations [6, 12, 23, 28].

Lengths of alleles D12S11/Hinf I in the studied population sample were
intherange 3.0-12.1 kbp (Figure 5). The bimodal distribution characteristic
for Europeans may be observed in the following populations: Austrian [28],
Swiss [6], English [23] and German [12].

Observed alleles of system D5S110/Hinf I in the population of central Po-
land have lengths in the range of 1.7-9.6 kbp (Figure 6). This result is very
similar to the distribution gained for the population of south-east Poland
[14] and for the English (Caucasian) population included in the data pre-
sented by Cellmark Diagnostics corporation.

Mean fragment lengths obtained for all three analysed systems occurring
in the analysed population are very similar or even identical to values
gained for populations: Austrian [28] and south-east Poland [14]. However,
mean fragment lengths for system D12S11/Hinf I in the population sample
from Mexico (11.4 kbp) significantly differentiates this population from Eu-
ropean populations [4].

Analysing the data obtained, we observe the longest VNTR alleles at lo-
cus D12S11/Hinf I, and the shortest alleles at locus D5S110/Hinf I. This is
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confirmed by allelic length ranges observed in different populations, which
equal, for loci D7S21 and D12S11, 1.6-16.3 kbp and 2.0-19.4 kbp respec-
tively [7, 10, 12, 23, 28] and for locus D5S110, 1.7-12.1 kbp [11, 14].

The appropriate calculations presented in Table II confirm that no signif-
icant correlation exists between DNA fragments lengths characteristic for
particular persons in any of the three analysed loci, which is consistent with
the rules of inheritance. The obtained values also confirm that alleles of the
loci: D7S21/Hinf I, D12S11/Hinf I, and D5S110/Hinf I are inherited inde-
pendently of each other, which is in concordance with the fact that the three
systems are localised on different chromosomes [2, 21]. Independent inheri-
tance and lack of correlation with other genomic segments were also proved
for analysed loci in other European and non-European populations [8, 11,
13, 19].

CONCLUSIONS

1. Allele distributions of the three analysed HVR regions: D7S5S21,
D12S11, and D5S110 digested using Hinf I endonuclease confirm the
high variability of these regions in the population of central Poland.

2. Obtained data indicate locus D12S11/Hinf I as the most polymorphic
and D5S110/Hinf I as the least polymorphic system.

3. The independent inheritance of the analysed systems allows their si-
multaneous application in research.

Another characteristics of the HVR systems: D12S511/Hinf I, D7S21/Hinf 1,
and D5S110/Hinf I, encompassing analysis of the Hardy-Weinberg equilib-
rium, calculations of parameters describing their usefulness in forensic sci-
ences and comparison of the database obtained with data for other popula-
tions will be the subject of further work.
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ROZKEADY FRAGMENTOW RESTRYKCYJNYCH HINF I
W TRZECH WYSOCE ZMIENNYCH REGIONACH DNA: D7S21,
D12S11, D5S110 W POPULACJI CENTRALNEJ POLSKI*

Renata JACEWICZ, Stefan SZRAM, Jarostaw BERENT

WPROWADZENIE

Termin VNTR (ang. Variable Number of Tandem Repeats) oznaczajacy zmien-
noé¢ w liczbie tandemowych powtdrzen zostal pierwotnie wprowadzony przez Na-
kamure 1in. w roku 1987 [17] dla okreélenia polimorfizmu wysoce zmiennych regio-
néw minisatelitarnych w ludzkim DNA. Sekwencje minisatelitarne tworza ciagi tan-
demowych kopii o dlugosci od kilkuset do ponad 20 000 par zasad (pz) z jednostka,
repetytywna o dlugosci 9-100 pz [24]. Ich catkowita liczba w genomie wynosi kilka
tysiecy, z czego ok. 100 to sekwencje wykazujace nadzmienno$é, czyli tzw. regiony
HVR (ang. hypervariable regions), wystepujace w jednej z kilkudziesieciu do kilku-
set form allelicznych [21]. Pierwszy tego typu lokus opisany przez Wymana i White’a
w roku 1980, zostal oznaczony symbolem D14S1 [27]. Odkrycie powszechnie wykor-
zystywanych do badan sadowych regionéw HVR zawdzieczamy badaniom Wonga
iin.—-D7S22,D1S7,D7S21, D12S11 [26], Nakamury iin. —D2S44, D14S13, D17S26
[17], Braggaiin.—D10S28 [5], Milneraiin. —D4S139 [16], Armouraiin.—D5S110 [3],
Royle’a i in. — D16S309 [20].

Cho¢ regiony HVR sa rutynowo stosowane w ustalaniu spornego ojcostwa, do-
tychczas nie opracowano kompleksowej bazy danych o tych regionach dla populacji
polskiej, niezbednej do prowadzenia badan oraz wykonywania obliczen.

W pracy zostala podjeta wstepna charakterystyka trzech, uwazanych za wysoce
polimorficzne, loci VNTR: D7S21, D12S11, D5S110 w probie populacyjnej z obszaru
Polski centralne;j.

METODYKA

Do badan uzyto krwi pobranej od mieszkancéw centralnej Polski, ktérzy brali
udzial w ekspertyzach dotyczacych spornego ojcostwa, a wykonywanych w Katedrze
1 Zakladzie Medycyny Sadowej Akademii Medycznej w Lodzi w latach 1997-1999.
Badania te objety od 214 do 266 niespokrewnionych dorostych oséb obojga ptci.

Przeprowadzano: izolacje DNA metoda solna [15], trawienie restryktaza Hinf I
(Promega) oraz agarozowy rozdzial elektroforetyczny w buforze TBE [22]. Pr6znio-
wego transferu DNA na membrane Hybond N+ (Amersham) dokonywano wg proce-
dury firmy Pharmacia LKB, a hybrydyzacje z sondami: MS31, MS43A, MS621,
MW1001ichemiluminescencyjna detekcje z zastosowaniem substratu Lumi Phos 530

* Temat opracowany w ramach prac wlasnych uczelni, nr 502-11-465(54).
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oraz klisz radiograficznych HyperfilmTM ECL (Amersham) zgodnie z firmowa pro-
cedurg Cellmark Diagnostics. Wielkosci fragmentéw DNA mierzono w odniesieniu
do markera wielkos$ci Nice™/DNA Analysis (Life Technologies) przy uzyciu opro-
gramowania BIO 1D firmy Vilber Lourmat. Do oceny niezaleznosci dziedziczenia
w obrebie lokus oraz miedzy allelami kazdej pary loci postuzono sie wspélczynnikiem
korelacji r wedltug Weira [25].

WYNIKI BADAN

7 uwagi na bardzo duze zréznicowanie wielkosci fragmentéw restrykcyjnych
Hinf I w regionach HVR: D7521, D12S11 1 D5S110 uzyskane wérdd 214—266 nie-
spokrewnionych oséb z centralnej Polski, rozktady ich fenotypéw przedstawiono
w postaci wykreséw rozkladéw rozproszenia na rycinach 1, 21 3.

Parametry statystyczne opisujace obserwowane w badanej populacji rozktady
fragmentéw DNA w loci: D7S521, D12S11, D5S110 zebrano w tabeli 1.

Po uszeregowaniu pod wzgledem wielkosci odpowiednio: 428, 430, 532 fragmen-
tow DNA w uktadach: D7S21/ Hinf I, D12S11/ Hinf I, D5S110/ Hinf I, rozktady ich
czestosci przedstawiono na wykresach w przedziatach co 100 pz (ryciny: 4, 5, 6).

Parametry oceny niezalezno$ci alleli w obrebie loci i pomiedzy loci D7S21,
D12S11 1 D5S110 w badanej populacji, przedstawiono w tabeli II.

OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

W niniejszej pracy zaprezentowano analize uktadéow: D7S21/Hinf I, D12S11/
Hinf I oraz D5S110/Hinf I w prébie populacyjnej pochodzacej z obszaru centralnej
Polski. Prébe te przeprowadzong w oparciu o badanie odpowiednio: 214, 266 oraz 215
niespokrewnionych os6b. Zdaniem Odelberga iin. [18], trudno ustali¢, jaka powinna
by¢ liczebno$¢ proby przy ocenie populacji. Zalezne jest to od wielu czynnikéw, takich
jak polimorficzno$¢ lokus czy tez rodzaj statystycznego podejécia do analizy. Ocenia
on jednak, ze juz 150 0s6b jest wystarczajaca wielko$cig préby.

O ile w przypadku klasycznych uktadéw grupowych krwi oraz uktadéw typu STR
mamy do czynienia z niewielka iloscig alleli o rozkladzie dyskretnym, o tyle rozklady
alleli w regionach HVR na skutek malych réznic w wielko$ci fragmentéw maja cha-
rakter zblizony do ciagltego [2, 9]. Po bezposérednich pomiarach fragmentéw restryk-
cyjnych uzyskanych dla poszczegélnych oséb prowadzacy badanie mieli do czynienia
z tak duzailo$cia danych, 1z klasyczny sposéb ich ukazania nie byl mozliwy. Wybrano
zatem forme prezentacji w postaci rozktadéw rozproszenia (ang. scatterplots) wyko-
rzystanych wczeéniej przez Alonsoiin. [1]. Pozwalaja one na odczyt zakresu wielko$-
ci, w jakim obserwujemy fenotypy, stopnia zréznicowania fenotypéw w obrebie
uktadu oraz na poréwnywanie ich rozkltadéw miedzy réznymi uktadami.

Jak wynika z analizy uzyskanych rozktadéw rozproszenia oraz wartoéci para-
metréw opisujacych te rozktady, zebranych w tabeli I, w populacji centralnej Polski
najszerszy zakres wielkoéci fragmentdw restrykeyjnych i najwieksze zréznicowanie
fenotypow u niespokrewnionych oséb obserwujemy w lokus D12S11, a najwezszy za-
kres wielko$ci tych fragmentéw 1 najmniejsze zréznicowanie genotypéw w lokus
D5S110.
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Pogrupowanie fragmentéw DNA w przedziaty co 100 pz pozwolito na przedsta-
wienie uzyskanych rozktadéw alleli w populacji centralnej Polski w formie wykresow
czestoéci (ryciny 4, 5,1 6). Jest to najczesciej spotykany sposob prezentacji danych do-
tyczacych wysoce zmiennych regionéw minisatelitarnych, oddajacy najbardziej zbli-
zony do faktycznego rozktad alleli w tych loci [7, 10, 12, 14, 23, 28].

Uzyskane rozklady czesto$ci fragmentéw wskazuja na to, iz badane uklady
VNTR charakteryzuja sie bardzo wysoka zmienno§cia w populacji centralnej Polski.
Fragmenty uzyskane w wyniku trawienia restryktaza Hinf I, pogrupowane co
100 pz, w lokus D12S11 obecne byly w 78, w lokus D7S21 w 67, a w lokus D5S110
w 64 przedzialach. CzestoSci alleli w tych przedziatach nie przekraczaja 0,042 dla lo-
kus D7S21, 0,039 dla lokus D12S11 1 0,060 dla lokus D5S110.

Analiza danych o rozkladach fragmentéw uzyskanych w wyniku trawienia re-
stryktaza Hinf I w loci: D7S21,D12S11, D5S110 w r6znych populacjach potwierdza,
ze mamy do czynienia z regionami wysoce zmiennymi. Choé¢ rozklady alleli w po-
réwnywanych populacjach réznia sie znacznie miedzy soba, to wszedzie obserwuje-
my duza liczbe alleli 1 niska czesto$¢ w poszczegdlnych przedzialach. Najwyzsze cze-
stosci alleli w przedziatach co 100 pz nie przekraczaja wartosci 0,070 1 0,063 odpo-
wiednio dla uktadéw D7S21/ Hinf 11 D12S11/Hinf1 [7, 10, 12, 23, 28] oraz 0,084 dla
ukltadu D5S110/ Hinf I [11, 14].

Przedziat wielkoS$ci, w ktéorym wystepuja allele D7S21/Hinf I w populacji cen-
tralnej Polski, to 3,2—-11,7 kpz (rycina 4). Rozklad ma charakterystyczny dla wielu
populacji europejskich unimodalny zarys [6, 12, 23, 28].

Rozdzial alleli D12S11/Hinf I w badanej populacji zawiera sie w zakresie
3,0-12,1 kpz (rycina 5). Charakterystyczny dla Europejczykéw bimodalny rozktad
obserwujemy réwniez w populacjach: austriackiej [28], szwajcarskiej [6], angielskiej
[23] 1 niemieckiej [12].

W uktadzie D5S110/Hinf I w populacji centralnej Polski allele rozmieszczone sa
w przedziale 1,7-9,6 kpz (rycina 6). Rozklad ten jest bardzo zblizony do rozkladu
uzyskanego dla populacji Polski potudniowo-wschodniej [14] oraz dla populacji an-
gielskiej (kaukaskiej) uwzglednionej w danych zawartych w materiatach firmy Cell-
mark Diagnostics.

Srednie wielkoéci fragmentéw dla wszystkich trzech uktadéw wystepujace w ba-
danej populacji sa bardzo zblizone badz identyczne z wartoéciami uzyskanymi dla
populacji austriackiej [28] 1 Polski poludniowo-wschodniej [14]. Natomiast warto$é
parametru $redniej dla uktadu D12S11/Hinf I w populacji meksykanskiej, wy-
noszaca 11,4 kpz, znacznie odréznia te populacje od europejskich [4].

Jak wynika z analizy uzyskanych danych, najdtuzsze allele VNTR obserwujemy
w ukladzie D12S11/Hinf I, a najkrétsze allele skupia uktad D5S110/Hinf I. Potwier-
dzaja to obserwowane zakresy wielko$ci w réznych populacjach, ktére wynosza dla
loct D75211D12S11 odpowiednio: 1,6-16,3 kpz12,0-19,4 kpz [7, 10, 12, 23, 28] oraz
dla lokus D5S110 1,7-12,1 kpz [11, 14].

Odpowiednie obliczenia przedstawione w tabeli II §wiadcza o tym, ze nie wyste-
puje znaczaca korelacja pomiedzy wielkoécig fragmentéw DNA u poszczegélnych
0s0b w zadnym z trzech analizowanych loci, co jest zgodne z regutami dziedziczenia.
Uzyskane wartoSci $wiadcza réwniez o tym, ze allele uktadéw: D7S21/Hinf I,
D12S11/Hinf I, D5S110/Hinf I dziedzicza sie niezaleznie od siebie, na co wskazuje lo-
kalizacja badanych regionéw HVR na odrebnych chromosomach [2, 21]. Niezalez-
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no$¢ dziedziczenia, a takze brak korelacji z innymi miejscami w genomie, zostaly
réwniez wykazane dla badanych loci w innych populacjach europejskich i pozaeuro-
pejskich [8, 11, 13, 19].

PODSUMOWANIE

1. Rozktady alleli Hinf I w 3 badanych regionach HVR: D7521, D12S11, D5S110

$wiadcza o wysokiej zmiennoéci tych regionéw w populacji centralnej Polski.

2. Uzyskane dane wskazuja na najwyzszy stopien polimorfizmu w uktadzie

D12S11/Hinf I, a najnizszy w uktadzie D5S110/Hinf I.

3. Wykazano brak zaleznoéci pomiedzy badanymi uktadami, co pozwala na ich

laczne wykorzystanie w badaniach.

Dalsza charakterystyka ukladéw HVR: D12S11/Hinf I, D7S21/Hinf I, D5S110/
Hinf T obejmujaca analize réwnowagi Hardy’ego-Weinberga, obliczenia parametréw
charakteryzujacych ich przydatno$é, poréwnanie uzyskanej bazy danych z danymi
dla innych populacji, bedzie przedmiotem dalszych badan.



