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ABSTRACT: This paper presents the results of a population study of 4 VNTR loci:
D2S44, D10S28, D17S59 and D17526. The allele distributions are in accordance
with Hardy-Weinberg expectations. Values of heterozygosity, polymorphic informa-
tion content, power of discrimination, mean exclusion chance and typical paternity
index demonstrate that these systems are valuable tools for paternity testing.
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INTRODUCTION

The DNA sequences known as variable number of tandem repeats
(VNTR) and possibilities of their application to genetic individual identifica-
tion and kinship testing have been described in detail elsewhere [6, 8,9, 10].

Application of a new genetic marker to identification studies and dis-
puted paternity testing should be preceded by detailed characterisation of
its level of polymorphism in a particular population. This work presents the
polymorphism of the following VNTR loci: D2S44, D10S28, D17S59 and
D17S26 determined in the population of Pomerania-Kujawy.

Locus D2S44 was mapped on chromosome 2, position 2q21.3-2q22 (the
repetitive unit: tca gga gca gtg gga agt aca gtg ggg tgt) [5, 7]. Locus D10S28 is
situated on chromosome 10 (10pter-10p13) [2] and loci D17S59 and D17S26
were found to be located on 17p11.2-17cen and 17q-17q [15, 14] respectively.

MATERIAL AND METHODS

The study was performed on samples of peripheral blood taken from an
elbow vein, which were collected from 132 to 357 (depending on the studied
locus) healthy, adult, unrelated individuals, male and female, living in the
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region of Pomerania-Kujawy. DNA polymorphism was analysed according
to previously described procedures [12] using molecular probes: YNH24
(Promega) for locus D2S44, TBQ7 (Promega) for locus D10S28, probe
D17S59 (Promega) for analysis of the locus of the same name and EFD52
(Promega) for analysis of locus D17S26.

RESULTS AND DISCUSSION

Table I presents allele frequencies determined for loci D2S44, D10S28,
D17S59 and D17S26, as well as expected heterozygosity (He), observed
heterozygosity (Ho), polymorphic information content (PIC), discrimination
power (PD), mean exclusion chance (MEC), typical paternity index (TPI)
and probability of consistency between distribution of observed genotype
frequencies and distribution of genotype frequencies calculated on the basis
of allele frequencies according to the Hardy-Weinberg law and Fisher exact
test (exact p).

For the analysed loci, distributions of the genotype frequencies are con-
sistent (p > 0.05) with distributions calculated on the basis of allele frequen-
cies according to the Hardy-Weinberg law.

Amongst the analysed loci, locus D10S28 is the most polymorphic, with
the highest number of alleles and highest values for PIC and heterozygosity.
As a consequence, the locus is characterised by the highest values of discrim-
ination power (defining the usefulness of a marker for individualisation),
mean exclusion chance and typical paternity index (defining the usefulness
of a marker for disputed paternity testing). Parallel parameters calculated
for locus D17S26 are insignificantly lower. Locus D2S44 is characterised by
lower values of all above mentioned parameters in comparison to loci
D10S28 and D17S26. The lowest polymorphism was noted for locus D17559
displaying lowest alleles number, lowest values of PIC and heterozygosity
and lowest values of parameters describing usefulness of a marker for indi-
vidual identification and disputed paternity testing. Polymorphism of the
analysed loci has not yet been studied in the Polish population.

The presented results mark the end of the study of polymorphism of
10 VNTR loci in the population of Pomerania-Kujawy: D7521, D12S11,
D1S7 [5], D7S22, D5S43, D16S309, [12], D2S44, D10S28, D17S59 and
D17S26. The PIC values for the studied loci vary in the range from 0.93
(D1S7) to 0.70 (D17S59); power of discrimination lies in the range between
0.991 (D1S7) and 0.892 (D17S59); and the mean exclusion chance ranges
from 0.895 (D1S7) to 0.427 (D17S59).
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TABLE I. POLYMORPHISM OF VNTR LOCI: D2544, D10S28, D17S59 AND D17526 IN THE
POMERANIA-KUJAWY REGION OF POLAND

Size D2S44 D10S28 D17S59 D17526
of DNA N =357 N =230 N=186 N=132
fra(irii(;nt Number quzéy Number qfiﬁéy Number quzéy Number qf;n:i;:y
1-526 - - - - 1 0.003 - -
654-784 - - 1 0.002 - - - -
911-993 - - 7 0.015 - - - -
994-1176 - - 35 0.076 2 0.005 - -
1177-1287 - - 4 0.009 2 0.005 - -
bl1288-1431 - - 8 0.017 - - 4 0.015
1432-1568 - - 33 0.072 - - 62 0.234
1569-1672 - - 39 0.085 - - 7 0.027
1673-1861 1 0.001 59 0.128 80 0.215 6 0.023
1862-2015 2 0.003 24 0.052 77 0.207 15 0.057
2016-2213 9 0.013 35 0.076 146 0.393 5 0.019
2214-2433 42 0.059 10 0.022 51 0.137 2 0.008
2434-2650 37 0.052 15 0.033 9 0.024 4 0.015
2651-2876 136 0.190 22 0.048 3 0.008 6 0.023
2877-3101 81 0.113 17 0.037 1 0.003 2 0.008
3102-3397 79 0.111 28 0.061 - - 3 0.011
3398-3812 77 0.108 37 0.080 - - 5 0.019
3813-4333 143 0.201 25 0.054 - - 15 0.057
4334-4716 76 0.106 33 0.072 - - 20 0.076
4717-5415 21 0.029 17 0.037 - - 44 0.166
5416-5861 4 0.006 3 0.007 - - 17 0.064
5862-6442 1 0.001 6 0.013 - - 19 0.072
6443-7421 4 0.006 1 0.002 - - 13 0.049
7422-8271 1 0.001 1 0.002 - - 10 0.038
8272-9416 - - - - - - 1 0.004
9417-11919 - — - - - - 4 0.015
3 714 1.000 460 1.000 372 1.000 264 1.000
He 0.869506 0.933276 0.739342 0.891664
Ho 0.848739 0.917391 0.698925 0.931818
SE 0.023916 0.017057 0.054806 0.045213
PIC 0.85 0.93 0.70 0.88
PD 0.966 0.987 0.892 0.974
MEC 0.692 0.831 0.427 0.861
TPI 3.31 6.05 1.66 7.33
Exact p 0.265625 0.248750 0.619062 0.993125

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 — probability values of ex-
act test for Hardy-Weinberg disequilibrium.
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Respective parameters calculated for 20 STR loci: vVWA, THO1, TPOX,
CSF1PO, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, LPL, F13B, FESFPS,
F13A01, [11], D3S1358, FGA, D2S1338, D8S1179, D21S11, D18S51 and
D19S433 [3] are lower: PIC ranges from 0.86 to 0.56, PD has values from
0.972 t00.798 and values for MEC vary in the range of 0.734—0.318. The only
exception is the STR locus ACTBP2, having higher values for all mentioned
parameters than locus D1S7. At present individualisation is performed
mainly on the basis of STR analysis, whereas southern blot analysis of poly-
morphic VNTR loci is limited to disputed paternity and kinship testing.
Even in this latter area, however, multiplex analysis of STR loci is replacing
VNTR analysis [4]. To compare, the total value of MEC for 10 VNTR loci is
0.999 999 156, whereas for 20 STR loci MEC reaches the value 0.999 999 991.

It is noteworthy, however, that the criteria of binning applied here are
very conservative. Application of a smaller binning range [13], particularly
in the case of high frequency bins, could significantly improve values of all
parameters.

The obtained results indicate that analysed VNTR loci can be a valuable
tool for disputed paternity and kinship testing. It seems, however, that the
laborious and expensive procedures of polymorphic VNTR loci analysis will
only be applied rarely, in special cases such as disputed paternity of children
from incestuous relationships or differentiation between two closely related
males involved in disputed paternity, in situations where one of the parents
is dead etc.
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POLIMORFIZM LOCI VNTR: D2S44, D10S28, D17S59 I D17S26
W POPULACJI KUJAWSKO-POMORSKIEJ

Jakub CZARNY

WSTEP

Sekwencje typu VNTR (ang. variable number of tandem repeats) oraz mozliwosci
ich wykorzystania do identyfikacji osobniczej 1 ustalania pokrewienstwa zostaly juz
doktadnie scharakteryzowane [6, 8, 9, 10].

Wprowadzenie nowego markera genetycznego do badan identyfikacyjnychiusta-
lania spornego ojcostwa powinno by¢ poprzedzone dokladna charakterystyka jego
polimorfizmu w danej populacji. W niniejszej pracy zaprezentowano polimorfizm loci
VNTR: D2544, D10S28, D17S59 1 D17S26 w populacji kujawsko-pomorskiej.

Lokus D2S44 zostato zmapowane w 2q21.3-2q22 (Jednostka repetytywna: tca gga
gca gtg gga agt aca gtg ggg tgt) [5,7]. Lokus D10S28 lezy w 10pter-10p13 [2],
natomiast loci D17559 1 D17526 zmapowane zostaly odpowiednio w 17p11.2-17cen
117q-17q [15, 14].

MATERIAL I METODY

Material do badan stanowita krew obwodowa pobrana z zyly tokciowej od 132 do
357 (w zaleznoéci od badanego lokus) zdrowych, dorostych, niespokrewnionych oséb,
mezczyzn 1 kobiet z regionu kujawsko-pomorskiego.

Analize polimorfizmu DNA przeprowadzono zgodnie z wczeéniej opisanymi
procedurami [12], wykorzystujac sondy molekularne: YNH24 (Promega) dla analizy
lokus D2S44, TBQ7 (Promega) dla analizy lokus D10S28, D17S59 (Promega) dla
analizy tegoz lokus 1 EFD52 (Promega) dla analizy lokus D17S26.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Czestosci alleliczne w loci D2S44, D10S28, D17S591D17S26, heterozygotycznosé
oczekiwana (He), heterozygotycznosé obserwowana (Ho), zawarto$§¢ informacji poli-
morficznej (PIC), site dyskryminacji (PD), teoretyczna szanse wykluczenia niestusz-
nie pozwanego mezczyzny (MEC) i teoretyczna $rednig szanse ojcostwa (TPI) oraz
prawdopodobienstwo zgodnoéci rozkladu obserwowanych czesto$ci genotypdw z roz-
kladem czestoéci genotypdéw wyznaczonych w oparciu o czestosci alleliczne wedtug
reguty Hardy’ego-Weinberga na podstawie testu doktadnego Fishera (exact p) przed-
stawiono w tabeli I.

Obserwowane w analizowanych loci rozklady czesto$ci genotypéw sa zgodne
(p > 0,05) z rozkladami wyznaczonymi w oparciu o czestosci alleliczne wedlug reguty
Hardy’ego-Weinberga.
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Sposrod analizowanych uktadéw lokus D10S28 charakteryzuje sie najwyzszym
polimorfizmem przejawiajacym sie najwieksza liczba alleli oraz najwyzsza wartoScia
PIC i heterozygotycznoscia. Odzwierciedleniem tego faktu sa najwyzsze wartos$ci
sity dyskryminacji (okreslajacej przydatno$¢ markera dla potrzeb identyfikacji
osobniczej), teoretycznej szansy wykluczenia niestusznie pozwanego mezczyzny
1teoretycznej Sredniej szansy ojcostwa (okreslajace przydatnosé markera dla potrzeb
dochodzenia spornego ojcostwa). Analogiczne parametry dla lokus D17S26 sg nie-
znacznie nizsze. Lokus D2S44 charakteryzuja nizsze anizeli w przypadku loci
D10S28 1 D17S26 wartoéci wszystkich wymienionych parametréow. Najnizszym
polimorfizmem sposréd analizowanych loci charakteryzuje sie lokus D17S59, czego
wyrazem jest najmniejsza liczba alleli, najnizsze wartos$ci PIC 1 heterozygotycznosci
oraz najnizsze wartosci parametréw okreslajacych przydatno$é markera do potrzeb
identyfikacji osobniczej i dochodzenia spornego ojcostwa. Polimorfizm badanych loci
nie byt dotychczas analizowany w populacji polskiej.

Prezentowane wyniki zamykaja badania nad polimorfizmem 10 loci VNTR w po-
pulacji kujawsko-pomorskiej: D7521, D12S11, D1S7 [5], D7S22, D5S43, D16S309
[12], D2S44, D10S28, D17S59 1 D17S26. Wartosci PIC dla badanych loci wahaja sie
w zakresie 0,93 (D1S7) a 0,70 (D17S59); sita dyskryminacji zawiera sie w granicach
pomiedzy 0,991 (D1S7) a 0,892 (D17S59), natomiast teoretyczna szansa wykluczenie
nieslusznie pozwanego mezczyzny przyjmuje warto$ci od 0,895 (D1S7) do 0,427
(D17S59).

Analogiczne parametry wyznaczone dla 20 loci STR: vWA, THO1, TPOX,
CSF1PO, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, LPL, F13B, FESFPS, F13A01 [11],
D3S1358, FGA, D2S1338, D8S1179, D21S11, D18S51 1 D19S433 [3] sa nizsze: PIC
zawilera sie w granicach miedzy 0,86 a 0,56, PD przyjmuje warto$ci od 0,972 do 0,798,
natomiast wartoSci MEC wahaja sie od 0,734 do 0,318. Wyjatkiem jest lokus
ACTBP2, dla ktérego wszystkie parametry sa wyzsze anizeli dla lokus D1S7.
Obecnie identyfikacja osobnicza prowadzona jest w oparciu o analize polimorfizmu
loci STR, natomiast analiza polimorfizmu loci VNTR w oparciu o technike southern
blot jest jeszcze wykorzystywana w badaniach wykonywanych dla potrzeb ustalania
ojcostwa 1 pokrewienstwa, cho¢iw tej dziedzinie coraz szersze zastosowanie znajduje
multipleksowa analiza loci STR [4]. Dla poréwnania, taczna warto§é MEC dla 10 loci
VNTR wynosi 0,999 999 156, natomiast dla 20 loci STR 0,999 999 991.

Nalezy jednak zwréci¢ uwage na fakt, ze przyjete kryteria binowania sa bardzo
konserwatywne. Zastosowanie mniejszego przedzialu binowania [13], szczegdlnie
w przypadku binéw o duzej czestosci, mogtoby znaczaco zwiekszy¢ wartoSci wszyst-
kich parametrow.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze analizowane loci VNTR moga by¢ cennym narze-
dziem w ustalaniu ojcostwa 1 pokrewienstwa. Jednak wydaje sie, ze z uwagi na
kosztowno$§¢ 1 pracochtonnoéé, analiza polimorfizmu loci VNTR bedzie wykorzys-
tywana wyjatkowo, np. w przypadku ustalania ojcostwa dzieci zrodzonych ze zwiaz-
kéw kazirodezych lub gdy konieczne jest rozstrzygniecie o ojcostwie jednego z dwéch
blisko spokrewnionych mezczyzn, w wypadkach, gdy ktores z rodzicéw nie zyje itp.



