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ABSTRACT: The paper presents the results of a population study of 3 VNTR loci:
D7S22, D5S43 and D16S309. The allele distributions were in accordance with
Hardy-Weinberg expectations. Values of heterozygosity, polymorphic information
contents, power of discrimination, mean exclusion chance and typical paternity in-
dex demonstrate that these systems are valuable tools for paternity testing.
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INTRODUCTION

Among the 3 billions base pairs constituting the human genome are se-
quences revealing high interindividual variability. Some of them are so-
called repetitive sequences, whose variability derives from the different
number of repetitions of a repetitive element. An example of repetitive se-
quences is minisatelite sequences, known also as VNTR’s (variable number
of tandem repeat) characterised by a repetitive element of length from
9 to 80 base pairs and total length from hundreds to over 20 thousand base
pairs [12]. Analysis of VNTR loci polymorphism has been applied to disputed
paternity testing [6], relationship analysis performed for immigration pur-
poses [5], individual identification [4] and linkage mapping of the human ge-
nome [9].

Among VNTR type sequences at present widely used, mostly in disputed
paternity testing, are loci: D7S22, D5S43 [13] and D16S309 [10]. Locus
D7S22 has been mapped in the terminal section of the long arm of human
chromosome 7 (7q36-qter); the repetitive element consists of 37 base pairs.
This sequence can be detected by hybridisation with the G3 probe (Cellmark
Diagnostics). Locus D5S43 is situated in the terminal section of the long arm
of human chromosome 5 (5q35-qter). In this locus two types of repetitive ele-



ments were ascertained: the first of length 30 base pairs and the second of
length 29 base pairs, which can be detected using hybridisation probe MS 8
(Cellmark Diagnostics). Locus D16S309 has been mapped in the short arm
of human chromosome 16 (p16). For this locus a few different sorts of repeti-
tive sequences were identified of length from 45 to 54 base pairs, which can
be detected by hybridisation with the MS205 probe (Cellmark Diagnostics).

Before any new marker is routinely applied to individual identification
studies and disputed paternity testing, accurate assessment of its polymor-
phism in a given population is necessary. In this work, the nature of the poly-
morphism of VNTR loci D7S22, D5S43 and D16S309 in the Pomerania-
Kujawy population is presented.

MATERIALS AND METHODS

The studied specimens consisted of peripheral blood taken from the ulnar
vein of 400–429 (depending on the analysed locus) healthy, unrelated adult
individuals, both male and female, living in the Pomerania-Kujawy region.

DNA was extracted from 5 ml of peripheral blood using a technique
known as “the organic method” [11]. The concentration and purity of the ex-
tracted DNA was assessed with the spectrophotometric method, using the
GeneQuant DNA/RNA Calculator (Pharmacia-Biotech). 5 mg of DNA was
subjected to digestion by endonuclease Hinf I (Promega Co.) according to the
manufacturer’s instructions. The digestion products were separated in
0.9% agarose gel (Promega) with separation length 25 cm in buffer 1 ´ TBE
for 42 hours, applied voltage 1 V/cm and constant buffer circulation. After
separation DNA was subjected to fragmentation with 0.25 M HCl followed
by denaturation (0.5 M NaOH; 1.5 M NaCl) and neutralisation (0.5 M Tris-
HCl, 1.5 M NaCl, pH = 7.4). DNA was transferred to a neutral nylon mem-
brane (Biodyne A, GibcoBRL) using the capillary method with 10 ´ SSC
buffer for 16 hours and then bound to the membrane by UV radiation for
3 minutes. Hybridisation was performed using molecular probes: Nice Oligo
DNA Probe G3 (Cellmark Diagnostics) for locus D7S22 analysis, Nice Oligo
DNA Probe MS8 (Cellmark Diagnostics) for locus D5S43 analysis and Nice
Oligo DNA Probe MS205 (Cellmark Diagnostics) for locus D16S309 analy-
sis. Hybridisation was performed according to the manufacturer’s direc-
tions. Chemiluminescent detection was carried out according to the manu-
facturer’s instructions using LumiPhos 480 as a substrate, and reaction
products were made visible on an X-ray film (Foton, Warsaw). Restriction
fragment sizes were determined according to DNA length marker Nice DNA
Analysis Ladder (GibcoBRL), made visible by hybridisation with the Nice
Oligo DNA Probe MW 100 (Cellmark Diagnostics), applying a technique of
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computer image analysis using a video scanner with BKA Fingerprint v. 2.1
software (Biotec-Fisher GmbH).

The fragments were grouped according to their sizes, using the “fixed-bin”
method [3], linking them in groups (bins) corresponding to intervals of a mar-
ker of DNA size (Nice DNA Analysis Ladder). The obtained results enabled as-
sessment of the following parameters for the analysed loci: expected hetero-
zygosity (He) and observed heterozygosity (Ho) using the computer program
Genetic Data Analysis [8] and standard error (SE). Polymorphic information
content (PIC) [1], power of discrimination (PD) [7], mean exclusion chance
(MEC) and typical paternity index [2] were calculated using the computer pro-
gram PowerStats (available on the Internet: www.promega.com). The concor-
dance of the observed genotype frequencies in particular loci with Hardy-Wein-
berg expectations were tested by calculation of the probability of concordance
on the basis of the Fisher exact test (“exact p”) using computer program Genetic
Data Analysis.

RESULTS AND DISCUSSION

Frequencies and number of observed restriction fragments, in the range
of adopted size intervals, for loci D7S22, D5S43 and D16S309 and also pa-
rameters: expected heterozygosity (He), observed heterozygosity (Ho), stan-
dard error (SE), polymorphic information content (PIC), power of discrimi-
nation (PD), mean exclusion chance (MEC), typical paternity index (TPI)
and probability of concordance of the observed genotypes frequencies distri-
bution with the distribution of genotypes frequencies calculated on the basis
of allelic frequencies according to the Hardy-Weinberg equilibrium on the
basis of the Fisher exact test  (“exact p”) are presented in Table I.

For the analysed loci observed genotypes frequencies distributions are in
good concordance (p > 0.05) with distributions assessed on the basis of allelic
frequencies according to the Hardy-Weinberg equilibrium. For locus D5S43,
the value of “exact p” is close to the limit value (0.052188). This may be
caused by genotypes identified for locus D5S43, whose observed frequency is
much higher than the expected frequency. Such a situation mostly concerns
very rare genotypes. In the case of locus D5S43 higher values of “exact p” can
be obtained by so-called “rebinning”, which means linking bins in such a way
that the number of alleles observed for them exceeds 5. In such a situation
“exact p” equals 0.350313.

Locus D7S22 is characterised by the highest heterozygosity and polymor-
phic information content among the analysed loci. Moreover, indexes assess-
ing usefulness of the locus in individual identification (power of discrimina-
tion) and disputed paternity testing (mean exclusion chance and typical
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TABLE I. POLYMORPHISM OF THE VNTR LOCI D7S22, D5S43 AND D16S309 IN THE
POPULATION OF THE POMERANIA-KUJAWY

Length of DNA
fragment (bin)

D7S22

N = 400

D5S43

N = 421

D16S309

N = 429

Number Frequency Number Frequency Number Frequency

1–653 – – – – 1 0.001

654–784 – – – – 2 0.002

785–910 – – – – 2 0.002

911–993 – – – – 1 0.001

142994–1176 – – – – 8 0.009

1177–1287 – – – – – –

1288–1431 1 0.001 – – 3 0.003

1432–1568 – – – – 19 0.022

1569–1672 78 0.098 1 0.001 12 0.014

1673–1861 20 0.025 2 0.002 6 0.007

1862–2015 1 0.001 1 0.001 34 0.04

2016–2213 7 0.009 1 0.001 99 0.115

2214–2433 3 0.004 76 0.090 97 0.113

2434–2650 – – – – 107 0.125

2651–2876 26 0.033 39 0.046 134 0.158

2877–3101 47 0.059 1 0.001 106 0.125

3102–3397 50 0.063 2 0.002 101 0.118

3398–3812 21 0.026 2 0.002 73 0.085

3813–4333 17 0.021 1 0.001 45 0.052

4334–4716 14 0.018 63 0.075 3 0.003

4717–5415 29 0.036 232 0.276 3 0.003

5416–5861 47 0.059 15 0.018 1 0.001

5862–6442 76 0.095 52 0.062 1 0.001

6443–7421 114 0.141 324 0.386 – –

7422–8271 93 0.116 3 0.004 – –

8272–9416 56 0.070 27 0.032 – –

9417–11919 81 0.101 – – – –

11920–15004 18 0.023 – – – –

15005–22621 1 0.001 – – – –

> 22621 – – – – – –

S 800 1 842 1 858 1

He 0.917643 0.755822 0.893758

Ho 0.921348 0.764846 0.898017

SE 0.00262 0.006381 0.003012

PIC 0.91 0.72 0.88

PD 0.985 0.900 0.976

MEC 0.852 0.536 0.781

TPI 6.90 2.13 4.66

“exact p” 0.837500 0.052188 0.386875

N – number of analysed genotypes, He – expected heterozygosity, Ho – observed heterozygosity,
SE – standard error, PIC – polymorphic information content, PD – power of discrimination,
MEC – mean exclusion chance, TPI – typical paternity index, “exact p” – concordance probabil-
ity of the observed genotypes frequencies distribution with the Hardy-Weinberg rule.
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paternity index) are highest for locus D7S22. Corresponding values for
locusD16S309 are a bit lower. Locus D5S43, among analysed loci, is charac-
terised by the lowest values for all the calculated parameters.

The total usefulness of the analysed loci for individual identification is
expressed by power of discrimination equal to 0.999964. The total mean ex-
clusion chance calculated for the analysed loci equals 0.984961 and the typi-
cal paternity index 68.49. The obtained results indicate that analysis of
D7S22, D5S43 and D16S309 loci polymorphism can be a useful tool, espe-
cially in disputed paternity cases.
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POLIMORFIZM LOCI VNTR: D7S22, D5S433 I D16S309

W POPULACJI KUJAWSKO-POMORSKIEJ

Danuta MIŒCICKA-ŒLIWKA, Jakub CZARNY

WSTÊP

Wœród 3 miliardów par zasad tworz¹cych genom cz³owieka znajduj¹ siê sekwen-
cje o du¿ej zmiennoœci miêdzyosobniczej. Czêœæ z nich tworzy tzw. sekwencje powta-
rzaj¹ce siê, których zmiennoœæ wynika z ró¿nej liczby powtórzeñ jednostki repety-
tywnej. Przyk³adem sekwencji powtarzaj¹cych siê s¹ sekwencje minisatelitarne,
zwane tak¿e VNTR (variable number of tandem repeat) charakteryzuj¹ce siê jed-
nostk¹ repetytywn¹ wielkoœci od 9 do 80 par zasad i ca³kowit¹ d³ugoœci¹ od kilkuset
do ponad 20 tysiêcy par zasad [12]. Analiza polimorfizmu loci VNTR znalaz³a zasto-
sowanie w badaniach spornego ojcostwa [6], analizie pokrewieñstwa wykonywanej
dla celów imigracyjnych [5], identyfikacji osobniczej [4] oraz mapowaniu sprzê¿eñ
genomu cz³owieka [9].

Do grona sekwencji typu VNTR, wykorzystywanych obecnie powszechnie przede
wszystkim w dochodzeniu spornego ojcostwa, nale¿¹ miêdzy innymi loci: D7S22,
D5S43 [13] i D16S309 [10]. Lokus D7S22 mapowane jest w terminalnym odcinku
d³ugiego ramienia chromosomu 7 cz³owieka (7q36-qter); powtarzaj¹cy siê motyw
zbudowany jest z 37 par zasad. Sekwencjê tê mo¿na wykrywaæ na drodze hybrydyza-
cji z sond¹ G3 (Cellmark Diagnostics). Lokus D5S43 le¿y w terminalnym odcinku
d³ugiego ramienia chromosomu 5 cz³owieka (5q35-qter). W lokus tym stwierdzono
dwa typy jednostek powtarzaj¹cych siê: jedn¹ o d³ugoœci 30 par zasad i jedn¹
o d³ugoœci 29 par zasad, które mo¿na wykrywaæ dziêki hybrydyzacji z sond¹
MS 8 (Cellmark Diagnosics). Lokus D16S309 mapowane jest w krótkim ramieniu
chromosomu 16 cz³owieka (p16). Stwierdzono w nim wystêpowanie kilku rodzajów
sekwencji powtarzaj¹cych siê d³ugoœci od 45 do 54 par zasad, które mo¿na wykrywaæ
dziêki hybrydyzacji z sond¹ MS205 (Cellmark Diagnostics).

Przed wprowadzeniem markera do rutynowych badañ wykonywanych dla po-
trzeb identyfikacji osobniczej i dochodzenia spornego ojcostwa, konieczna jest do-
k³adna charakterystyka jego polimorfizmu w danej populacji. W niniejszej pracy
przedstawiono charakterystykê polimorfizmu loci VNTR D7S22, D5S43 i D16S309
w populacji kujawsko-pomorskiej.

MATERIA£ I METODA

Materia³ do badañ stanowi³a krew obwodowa pobrana z ¿y³y ³okciowej od
400–429 (w zale¿noœci od lokus) zdrowych, niespokrewnionych doros³ych osób, mê¿-
czyzn i kobiet z regionu kujawsko-pomorskiego.

DNA izolowano z 5 ml krwi obwodowej tzw. „metod¹ organiczn¹” [11]. Stê¿enie
i czystoœæ DNA oceniano metod¹ spektrofotometryczn¹ wykorzystuj¹c GeneQuant
DNA/RNA Calculator (Pharmacia-Biotech). 5 mg DNA poddawano trawieniu endo-



nukleaz¹ Hinf I (Promega Co.) wed³ug zaleceñ producenta. Produkty trawienia roz-
dzielano w 0,9% ¿elu agarozowym (Promega Co.) o drodze rozdzia³u d³ugoœci 25 cm
w buforze 1 ´ TBE przez 42 godziny przy napiêciu 1 V/cm z recyrkulacj¹ buforu.
Po zakoñczeniu rozdzia³u DNA poddawano fragmentacji w 0,25 M HCl, nastêpnie
denaturowano (0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl) i neutralizowano (0,5 M Tris-HCl,
1,5 M NaCl, pH = 7,4). DNA przenoszono na nylonow¹ membranê neutraln¹ (Bio-
dyne A, GibcoBRL) metod¹ kapilarn¹ w buforze 10 ´ SSC przez 16 godzin, a nas-
têpnie wi¹zano z membran¹ poprzez naœwietlanie promieniami UV przez 3 minuty.
Hybrydyzacjê prowadzono wykorzystuj¹c sondy molekularne: Nice Oligo DNA Pro-
be G3 (Cellmark Diagnostics) do analizy lokus D7S22, Nice Oligo DNA Probe MS8
(Cellmark Diagnostics) do analizy lokus D5S43 i Nice Oligo DNA Probe MS205 (Cell-
mark Diagnostics) do analizy lokus D16S309. Hybrydyzacjê prowadzono równie¿
zgodnie z zaleceniami producenta. Detekcjê chemiluminescencyjn¹ prowadzono
zgodnie z zaleceniami producenta, wykorzystuj¹c jako substrat LumiPhos 480,
a produkty reakcji uwidaczniano na b³onie rentgenowskiej (Foton Warszawa). Wiel-
koœci fragmentów restrykcyjnych okreœlano wzglêdem wzorca d³ugoœci DNA Nice
DNA Analysis Ladder (GibcoBRL) uwidocznionego w drodze hybrydyzacji z sond¹
Nice Oligo DNA Probe MW 100 (Cellmark Diagnostics) przy u¿yciu techniki kompu-
terowej analizy obrazu z zastosowaniem wideoskanera wraz z oprogramowaniem
BKA Fingerprint v. 2.1 firmy Biotec-Fisher GmbH.

Fragmenty pogrupowano, stosuj¹c metodê fixed-bin [3], pod wzglêdem wielkoœci,
³¹cz¹c je w grupy (biny) odpowiadaj¹ce przedzia³om markera wielkoœci DNA (Nice
DNA Analysis Ladder). Na podstawie uzyskanych wyników wyznaczono dla analizo-
wanych loci: heterozygotycznoœæ oczekiwan¹ (He) i heterozygotycznoœæ obserwo-
wan¹ (Ho), wykorzystuj¹c program Genetic Data Analysis [8] oraz b³¹d standardo-
wy (SE). Zawartoœæ informacji polimorficznej (PIC – polymorphic information con-
tent) [1], si³ê dyskryminacji (PD – power of discrimination) [7], teoretyczn¹ szansê
wykluczenia nies³usznie pozwanego mê¿czyzny (MEC – mean exclusion chance) i teo-
retyczn¹ œredni¹ szansê ojcostwa (TPI – typical paternity index) [2] wyznaczono wy-
korzystuj¹c program komputerowy PowerStats (program dostêpny w sieci Internet:
www.promega.com). Zgodnoœæ obserwowanych czêstoœci genotypów w poszczegól-
nych loci z prawem Hardy’ego-Weinberga testowano, obliczaj¹c prawdopodobieñ-
stwo zgodnoœci na podstawie testu dok³adnego Fischera („exact p”) w oparciu o prog-
ram komputerowy Genetic Data Analysis.

WYNIKI I OMÓWIENIE

Czêstoœci i liczbê obserwowanych fragmentów restrykcyjnych, w ramach przyjê-
tych przedzia³ów wielkoœci, dla loci D7S22, D5S43 i D16S309 oraz parametry: hete-
rozygotycznoœæ oczekiwan¹ (He), heterozygotycznoœæ obserwowan¹ (Ho), b³¹d stan-
dardowy (SE), zawartoœæ informacji polimorficznej (PIC), si³ê dyskryminacji (PD),
teoretyczn¹ szansê wykluczenia nies³usznie pozwanego mê¿czyzny (MEC) i teore-
tyczn¹ œredni¹ szansê ojcostwa (TPI) oraz prawdopodobieñstwo zgodnoœci obserwo-
wanego rozk³adu czêstoœci genotypów z rozk³adem czêstoœci genotypów wyzna-
czonym w oparciu o czêstoœci alleliczne wed³ug regu³y Hardy’ego-Weinberga na
podstawie testu dok³adnego Fishera („exact p”) przedstawiono w tabeli I.
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Obserwowane w analizowanych loci rozk³ady czêstoœci genotypów s¹ zgodne
(p > 0.05) z rozk³adami wyznaczonymi w oparciu o czêstoœci alleliczne wed³ug regu³y
Hardy’ego-Weinberga. Dla lokus D5S43 wartoœæ „exact p” jest bliska wartoœci
granicznej (0,052188). Przyczyn¹ tej sytuacji mo¿e byæ stwierdzenie w lokus D5S43
genotypów, których czêstoœæ obserwowana jest znacznie wy¿sza od czêstoœci oczeki-
wanej. Sytuacja taka dotyczy przede wszystkim bardzo rzadkich genotypów. W przy-
padku lokus D5S43 uzyskanie wy¿szych wartoœci „exact p” jest mo¿liwe na drodze
tzw. „rebinowania”, tzn. po³¹czenia binów tak, aby liczba alleli w nich obserwo-
wanych by³a wiêksza od 5. W takiej sytuacji „exact p” wynosi 0,350313.

Najwy¿sz¹ heterozygotycznoœci¹ oraz zawartoœci¹ informacji polimorficznej spo-
œród badanych loci charakteryzuje siê lokus D7S22. Równie¿ wskaŸniki okreœlaj¹ce
przydatnoœæ w identyfikacji osobniczej (si³a dyskryminacji) i dochodzeniu spornego
ojcostwa (teoretyczna szansa wykluczenia nies³usznie pozwanego mê¿czyzny oraz
teoretyczna œrednia szansa ojcostwa) s¹ najwy¿sze w przypadku lokus D7S22. Od-
powiednie wartoœci dla lokus D16S309 s¹ nieznacznie ni¿sze. Lokus D5S43, spoœród
badanych uk³adów, charakteryzuje siê najni¿szymi wartoœciami wszystkich wyzna-
czonych parametrów.

£¹czna przydatnoœæ analizowanych loci dla potrzeb identyfikacji osobniczej
wyra¿a siê si³¹ dyskryminacji równ¹ 0,999964. £¹czna teoretyczna szansa wyklucze-
nia nies³usznie pozwanego mê¿czyzny dla analizowanych loci wynosi 0,984961,
a teoretyczna œrednia szansa ojcostwa 68,49. Uzyskane wyniki wskazuj¹, ¿e analiza
polimorfizmu loci D7S22, D5S43 i D16S309 mo¿e byæ cennym narzêdziem przede
wszystkim w dochodzeniu spornego ojcostwa.
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