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Предложен новый подход к генетической идентификации личности, включающий панель из
106 инсерционно-делеционных (InDel) полиморфизмов и метод их генотипирования на биологи-
ческих микрочипах. Такие фундаментальные свойства InDel-маркеров, как малая длина и низкая
частота мутирования, обеспечивают им существенные преимущества в экспертной практике перед
широко используемыми тандемными повторами (STR). В настоящей работе проанализировано
распределение аллелей всех известных InDel-полиморфизмов в пяти крупнейших мировых популя-
циях (европейской, восточно-азиатской, южно-азиатской, африканской и американской), отобраны
маркеры, отвечающие следующим критериям: частота минорного аллеля более 0.30, физическое
расстояние между маркерами более 3 млн.п.н., отсутствие во фланкирующих последовательностях
полиморфизмов, тандемных повторов и палиндромов, соотношение AT/GC близкое к 1. Сформи-
рована панель из 106 полиморфизмов со средней частотой минорного аллеля 0.396 во всех пяти по-
пуляциях. Разработан метод генотипирования панели, включающий одностадийную мультиплекс-
ную ПЦР с последующей гибридизацией на биологическом микрочипе. Средняя длина ампликона
составила 72 п.н. На выборке из 201 жителя Москвы и Санкт-Петербурга определены основные ха-
рактеристики сформированной панели: вероятность случайного совпадения, равная 1.89 × 10–43,
потенциал исключения отцовства (CPE) 0.99999999063. Предлагаемый метод представляет собой
альтернативу молекулярно-генетической идентификации личности, основанной на вариациях длин
STR-локусов.
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ВВЕДЕНИЕ
Широкое внедрение методов генетической

идентификации личности произвело революцию
в расследовании преступлений и стало “золотым
стандартом” доказательной базы в суде. В частно-
сти, выявление преступников с использованием
национальной базы генетических данных (вклю-

чая нераскрытые дела прошлых лет) снижает на-
грузку на следственные органы и сокращает долю
преступников, находящихся на свободе и продол-
жающих причинять вред обществу, а реабилита-
ция ошибочно осужденных позволяет вернуть сво-
боду невиновным. Предоставляя веские доказа-
тельства вины подозреваемых, современные
методы генетической идентификации существенно
упрощают принятие верных судебных решений.

Согласно принятой в США судебной практике,
идентификация считается доказательной, если
генотип подозреваемого по выбранному перечню
маркеров уникален в популяции, численность

Сокращения: InDel – инсерционно-делеционный поли-
морфизм; SNP – однонуклеотидный полиморфизм; STR –
короткий тандемный повтор; AFR – африканская популя-
ция; AMR – смешанная американская популяция; EAS –
восточно-азиатская популяция; EUR – европейская попу-
ляция; SAS – южно-азиатская популяция.
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которой на порядок превышает население Земли
(1011) [1]. В геноме человека в избытке присут-
ствуют полиморфные элементы, комбинация ко-
торых позволяет достоверно отличить одного че-
ловека от другого. Количественным показателем
идентифицирующей способности единичного
полиморфизма является вероятность случайного
совпадения (MP, matching probability), которая
вычисляется как сумма квадратов всех возмож-
ных его генотипов. Таким образом, чтобы обеспе-
чить указанные судебные критерии, необходимо
использовать набор полиморфизмов, комбини-
рованная вероятность случайного совпадения
(СMP, combined matching probability, вычисляется
как произведение MP всех маркеров, входящих в
идентифицирующую систему) при использова-
нии которого не превышает 10–11.

В подавляющем большинстве случаев генети-
ческие экспертизы проводят с целью идентифи-
кации личности и определения родства (чаще
всего отцовства). И, если для доказательства
идентичности двух образцов достаточно набора
полиморфизмов, имеющего CMP ≈ 10–11, то для
достоверного установления родства требуется на
10–20 порядков более высокий идентифицирую-
щий потенциал. Кроме того, чем выше иденти-
фицирующий потенциал, тем больше вероят-
ность найти в национальной генетической базе
родственников разыскиваемого лица, что крайне
важно для следствия. В силу этого требования к
CMP задаются именно экспертизами по установ-
лению родства.

Более 30 лет доминирующим подходом к гене-
тической идентификации личности было опреде-
ление длины локусов, содержащих короткие тан-
демные повторы – STR (short tandem repeats), на-
пример (AATG)n, где аллели отличаются числом
повторяющихся мотивов (n). Одна из наиболее
распространенных STR-систем, используемая в
национальной генетической базе США CODIS,
гарантирует определение по 13 основным локу-
сам уникального генетического профиля в мас-
штабах мировой популяции, имея CMP ≈10–15 [2].

Выбор геномной дактилоскопии в пользу
STR-маркеров сложился исторически и обуслов-
лен, в основном, ограниченной методической ба-
зой в период формирования этого направления
криминалистики. Различия между аллелями
STR-локусов обусловлены вариациями длины
этих локусов, а определение длины фрагментов
ДНК по их электрофоретической подвижности
является одним из наиболее ранних и широко
распространенных методов изучения ДНК, при
помощи которого тандемные повторы и были
впервые обнаружены [3]. Таким образом, разви-
тие методов идентификации личности по этому
пути до определенного момента видится вполне
закономерным. Со временем был выявлен суще-

ственный недостаток STR-маркеров – их боль-
шая протяженность. В экспертной практике не-
редко встречаются образцы деградированной
ДНК, которые фрагментированы настолько, что
длинные локусы не амплифицируются, приводя
либо к полному выпадению информации о дан-
ном локусе, либо к потере более длинного аллеля
и ложной гомозиготности в гетерозиготных об-
разцах. Острота этой проблемы немного снизи-
лась при смене типа тандемных повторов: локусы
с минисателлитами заменили на микросателлиты,
что позволило сократить среднюю длину локуса [3].

Другой недостаток обусловлен высокой ско-
ростью мутирования в STR-локусах, что создает
риск ошибок при определении родства: в каждой
десятой–сотой экспертизе истинного отцовства
ребенок будет носителем аллеля, отличающегося
от родительского. И эту проблему невозможно ре-
шить с помощью каких-либо методических прие-
мов, так как она носит фундаментальный характер,
связанный с высокой мутабельностью STR: 10–2–
10–3 [5, 6]. Оптимальный выход в этой ситуации
нам видится в замене используемых полимор-
физмов более стабильными.

В качестве альтернативы STR-маркерам для
идентификации личности в 1993 году были пред-
ложены однонуклеотидные полиморфизмы –
SNP [7] – самый распространенный и самый ко-
роткий тип геномного полиморфизма. SNP на
порядки более консервативны, чем STR: скорость
мутирования 2.5 × 10–8 [8], но в силу биаллельно-
сти для получения сопоставимого дискримини-
рующего потенциала количество SNP должно
быть в 2.5–4 раза больше, чем STR [9]. Однако это
требовало сложных методических решений: вы-
сокочувствительной >50-плексной ПЦР и под-
ходящих методов генотипирования, поэтому
развития этот подход на тот момент не получил.
Тем не менее, основатель направления A.J. Jef-
freys (Сэр Алек Джеффрис) в заключении к своей
обзорной публикации, посвященной 20-летию ге-
номной дактилоскопии, возлагал надежды имен-
но на SNP [4]. Идея использовать биаллельные
полиморфизмы была положительно воспринята
и, благодаря развитию новых методов генотипи-
рования, в начале 2000-х появилась потенциаль-
ная возможность ее практической реализации.

Для создания экспертного инструмента на ба-
зе SNP или InDel необходимо решить две задачи:
из десятков миллионов полиморфизмов собрать
панель с требуемыми характеристиками и разра-
ботать метод генотипирования, отвечающий
практическим задачам криминалистики. В по-
следние два десятилетия опубликован ряд работ,
посвященных как отбору маркеров-кандидатов
[10–13], так и апробации методов их генотипиро-
вания [14], включая оценку применимости в экс-
пертной практике [15–17].
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ФЕСЕНКО и др.

Интересующий нас класс полиморфизмов
представлен SNP и короткими InDel, практиче-
ски равнозначными с точки зрения размеров, ин-
формативности, распространенности в геноме и
мутабильности. Однако, принимая во внимание,
что наиболее перспективным методом их геноти-
пирования является гибридизационный анализ
амплифицированных фрагментов, предпочти-
тельнее использовать короткие InDel, так как в
сравнении с SNP дискриминация аллелей InDel
надежнее в силу более явных различий в темпера-
туре плавления совершенных и несовершенных
дуплексов.

С 2009 г. предприняты десятки попыток сфор-
мировать InDel-панель для решения экспертных
задач в криминалистике. В первых публикациях,
посвященных использованию этого типа поли-
морфизмов в судебно-генетической экспертизе,
предложены панели из 38 [18], 33 InDel [19], 49 InDel
для глобальной панели [20]; за последние годы
китайскими исследователями предложены пане-
ли из 12 [21], 32 [22], 35 [23], 47 [24], 60 [17] InDel-
полиморфизмов.

Из всех опубликованных подходов к решению
данной проблемы только один завершился созда-
нием коммерческого продукта. Он получил на-
звание DIPplex® (“Qiagen”, США) и представля-
ет собой набор реагентов для генотипирования
панели из 30 InDel-полиморфизмов посредством
капиллярного электрофореза [25]. Около сотни
публикаций, посвященных апробации DIPplex®
на различных популяциях мира, свидетельствуют
о востребованности этого направления в крими-
налистике, в первую очередь, благодаря возмож-
ности генотипирования деградированных образ-
цов (средняя длина ампликона в DIPplex® – 114 п.н.).
DIPplex® был разработан как расходный матери-
ал под имеющееся в большинстве экспертных ла-
бораторий оборудование для STR-типирования.
Это должно было облегчить внедрение метода в
практику, однако он не получил широкого рас-
пространения, и ни одна страна мира не исполь-
зует его для создания национальной базы генети-
ческих данных. По-видимому, это связано с тем,
что, несмотря на достаточность идентифицирую-
щего потенциала (CMP ≤ 2.83 × 10–13), достовер-
ность установления родства крайне низка: CPE
(combined probability of exclusion – вероятность
исключения, основной показатель, используе-
мый при определении родства) составляет всего
0.998, иначе говоря, кровное родство первой сте-
пени с исследуемым будет допускаться для каж-
дого пятисотого случайного индивида.

Причина, по которой ни одна из разработок не
доведена до внедрения на национальном уровне
ни в одной стране, на наш взгляд, комплексная.
Она состоит в отсутствии как универсальной па-
нели биаллельных полиморфизмов, имеющей до-

статочный идентифицирующий потенциал во
всех мировых популяциях, так и метода ее мульти-
плексного генотипирования, обладающего требуе-
мыми в экспертной практике характеристиками.
В настоящей работе нами предпринята попытка
решить эту задачу. При формировании панели
маркеров мы учли опыт предыдущих работ и тре-
бования, предъявляемые современным эксперт-
но-криминалистическим научным сообществом
к аналитическим возможностям систем генетиче-
ской идентификации. В качестве метода геноти-
пирования сформированной панели маркеров
мы использовали развитый в ИМБ РАН ориги-
нальный подход, представляющий собой мульти-
плексную ПЦР с последующим гибридизацион-
ным анализом на гидрогелевых биологических
микрочипах. Для предварительной оценки ана-
литических характеристик разработанного ин-
струмента, который мы назвали ChipID106, ис-
следована выборка образцов ДНК российской
популяции.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Отбор InDel-полиморфизмов. Для первичного

отбора кандидатов написан макрос для MS Excel,
анализирующий файлы gvfс исходными данными
1000 Genomes Project, размещенными на FTP-сер-
вере геномного браузера Ensemble [http://ftp.en-
sembl.org/pub/grch37/release-90/variation/gvf/homo_
sapiens]. Заданы следующие критерии отбора: по-
лиморфизм должен быть инсерцией или делеци-
ей и иметь частоту минорного аллеля ≥0.30 во всех
пяти популяциях (AFR, AMR, EUR, SAS, EAS). В
результате был сформирован пул из 12375 InDel-
полиморфизмов. При вторичном отборе исклю-
чили InDel, входящие в состав тандемных повто-
ров и полинуклеотидов, что сократило пул до
1395. На третьем этапе для снижения проблем при
дизайне специфичных праймеров из списка были
удалены кандидаты, содержащие тандемные по-
вторы и полинуклеотиды во фланкирующей об-
ласти (±50 п.н. от полиморфизма), либо пред-
ставляющие собой АТ- или GC-богатые регионы.
Оставшиеся претенденты были разбиты на кла-
стеры, исходя из их расположения на хромосо-
ме, и на финальном этапе отбор проводили с
учетом проверки уникальности фланкирующих
последовательностей по BLAST и минимального
расстояния до следующего полиморфизма более
3 млн.п.н. Окончательный перечень составил
106 полиморфизмов (табл. 1). Номенклатура по-
лиморфизмов и их координаты указаны соглас-
но сборке GRCh38.p13.

Образцы ДНК. В работе использовали 201 об-
разец ДНК от неродственных совершеннолетних
доноров (100 мужчин и 101 женщина), проживаю-
щих в Москве, Московской области и Санкт-Пе-
тербурге. Концентрацию ДНК измеряли спек-
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трофотометрически (5–500 нг/мкл), но не приво-
дили к единым значениям.

Мультиплексная праймерная система. На стадии
подбора ПЦР-праймеров основная задача состоя-
ла в минимизации размера ампликона. В табл. 1
приведены значения длин каждого локуса, сред-
нее значение составило 72 п.н. В ходе экспери-
ментальной оценки работоспособности праймеров
и подбора условий ПЦР использовали несколько
образцов свежевыделенной ДНК в концентрации
0.5 и 0.05 нг/мкл каждый. После достижения ста-
бильной работы мультиплексной ПЦР проведено
генотипирование образцов исследуемой выборки
из российской популяции.

Амплификация. ПЦР проводили на амплифи-
каторе SpeedCycler (“AnalytikJena”, Германия) в
25 мкл смеси следующего состава: ПЦР-буфер с
полимеразой HotTaqMulti, 4 ед. акт. (“Асфоген”,
Россия), 5 мМ MgSO4, 0.2 мМ каждого из dNTP
(“Сибэнзим”, Россия), смесь праймеров, 200 пмоль
универсального праймера Cy5-TCATTGGATCT-
CATTA, 0.05–500 нг геномной ДНК. Полимеразу
активировали (2 мин при 95°С) и проводили на
первом этапе 50 циклов амплификации (95°С –
20 с, 65°С – 30 с, 66°С – 30 с, 69°С – 40 с), затем
на втором этапе проводили 40 циклов амплифи-
кации (95°С – 20 с, 56°С – 30 с, 72°С – 30 с).

Схема биочипа. Биочип изготовлен согласно
схеме, приведенной на рис. 1а. Аллель-специ-
фичные олигонуклеотидные зонды нанесены
слева направо в порядке расположения в геноме
соответствующих им InDel-полиморфизмов (от
начала первой хромосомы до конца Х-хромосо-
мы). Каждому полиморфизму на биочипе соот-
ветствует пара вертикально расположенных яче-
ек: верхняя ячейка содержит зонд для аллеля с
инсерцией, нижняя – с делецией. ПЦР-прайме-
ры и ДНК-зонды произведены компанией “Lu-
miprobe” (Россия). Гидрогелевые биочипы изго-
тавливали по оригинальной технологии ИМБ
РАН в беспылевых помещениях с использова-
нием пинового робота Qarray2 (“Genetix”, Вели-
кобритания), согласно ранее описанной мето-
дике [26].

Гибридизация. Гибридизационную камеру
биочипа заполняли смесью следующего состава:
25% формамида, 5× SSPE, 50 об. % ПЦР-продук-
та. После инкубации (10 ч, 37°С) и отмывки
(10 мин в 1× SSPE при комнатной температуре)
биочипы промывали дистиллированной водой, вы-
сушивали сжатым воздухом, помещали в портатив-
ный анализатор “Пикодетект” (ООО “БИОЧИП-
ИМБ”, Москва, Россия), флуоресценцию реги-
стрировали с экспозицией 0.5–2 с в формате SPE.
На рис. 1 приведены примеры таких флуорес-
центных изображений четырех образцов ДНК
(рис. 1б–1д). Изображения анализировали с ис-

пользованием программ ImaGel 2.0 и ImaGelStudio
(ИМБ РАН). Результатом автоматической обра-
ботки каждого биочипа был текстовый файл с ге-
нотипом образца.

Статистический анализ. Частоты аллелей и со-
ответствие равновесию Харди–Вайнберга оценива-
ли при помощи онлайн-программы https://gene-
calc.pl/hardy-weinberg-page. Основные эксперт-
ные характеристики сформированной панели
(MP, PD, CPD, PE, CPE) вычисляли по общеиз-
вестным формулам в программе PowerStats v12.xls
(“Promega Corp.”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Стартовой задачей при создании инструмента

для генетической идентификации личности, яв-
ляется выбор маркеров, которые обеспечат требу-
емый дискриминирующий потенциал всей системы.
Добавление каждого маркера увеличивает муль-
типлексность ПЦР, что негативно сказывается на
чувствительности и стабильности работы тест-
системы. Чтобы минимизировать количество
маркеров, обеспечивающих достижение цели,
следует задать оптимальные параметры их пер-
вичного отбора.

Параметры отбора маркеров
Базовым параметром, определяющим дискри-

минирующий потенциал биаллельного полимор-
физма, является частота минорного аллеля
(MAF), идеальное значение MAF составляет 0.5.
В связи с отсутствием в геноме нужного количе-
ства полиморфизмов, обладающих такими харак-
теристиками, причем во всех мировых макропо-
пуляциях, требуется найти компромиссный диа-
пазон MAF, которому будет соответствовать
некий пул, из которого можно будет провести
дальнейший отбор по критериям второго поряд-
ка. Чем менее строго задано значение MAF, тем
больший выбор маркеров возникает у исследова-
теля, но тем меньшим итоговым дискриминиру-
ющим потенциалом будет обладать панель. В дру-
гих аналогичных работах задавалось значение
MAF ≥ 0.20 [20, 27] и менее [28]. Мы попытались
провести отбор маркеров, отвечающих более
жестким критериям: MAF ≥ 0.30.

При отборе маркеров-кандидатов мы исполь-
зовали данные международного исследования
1000 Genomes Project о частотах аллелей и геноти-
пов в популяциях AFR (n = 661), AMR (n = 347),
EUR (n = 503), SAS (n = 489) и EAS (n = 504). Ча-
стота минорного аллеля маркеров (табл. 1) в пяти
рассматриваемых популяциях составила 0.301–
0.499. Усредненная частота всех минорных алле-
лей в каждой популяции составила 0.394–0.402.
Замысел планируемой работы по выбору InDel-
полиморфизмов состоял в том, что при соблюде-
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ФЕСЕНКО и др.

Рис. 1. Схема расположения ДНК-зондов на биологическом микрочипе ChipID106 (а) и флуоресцентные изображения
биочипа, полученные в результате генотипирования четырех неродственных образцов ДНК (б–д). Цифры над каждой
парой ячеек соответствуют номеру полиморфизма из табл. 1. Обозначения внутри ячеек соответствуют аллелям поли-
морфизмов.
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нии заданной частоты минорного аллеля во всех
пяти макропопуляциях, дискриминирующий по-
тенциал существенно не уменьшится и для более
локальных субпопуляций, к которым потенци-
ально может быть применен разрабатываемый
метод. Это придаст методу универсальность в
глобальном масштабе.

После формирования первичного пула из
12375 InDel, отобранных по критерию MAF ≥
≥ 0.30, в несколько этапов проведен отсев поли-
морфизмов, генотипирование которых посред-
ством гибридизационного анализа будет техниче-
ски затруднительно, либо невозможно. В резуль-
тате последовательного отбора по указанным
критериям создана панель из 106 InDel-полимор-
физмов.

Характеристики маркеров
Панель состоит из 106 InDel, 100 из которых

расположены на хромосомах 1–22 и шесть – на
Х-хромосоме. Физическое расстояние между сосед-
ними маркерами варьирует от 3 до 113.8 млн.п.н.,
среднее расстояние 24 млн.п.н., что исключает
возможное сцепленное наследование маркеров.
Наличие шести маркеров на Х-хромосоме дает до-
полнительные возможности определения родства
в некоторых сложных случаях [29].

Размер InDel-полиморфизмов варьирует от
1 до 18 п.н. (среднее значение 4.2, медианное 3).
Длина амплифицируемых локусов составила от
44 до 109 п.н., среднее и медианное значения сов-
падают и составляют 72 п.н. для локусов, содер-
жащих аллель Del, и 76 п.н. для локусов, содержа-
щих аллель In. Минимальная длина фрагмента,
который можно получить в ПЦР с последующей
гибридизацией, зависит от нуклеотидного соста-
ва локуса и в идеальном случае составляет 40–50 п.н.
Нам удалось добиться средней длины локуса
72 п.н., что обеспечивает методу фундаменталь-
ное преимущество при исследовании деградиро-
ванной ДНК.

Популяционные данные и дискриминирующие 
характеристики метода

Несмотря на то, что ряд авторов полагают до-
статочным опубликовать перечень маркеров,
отобранных по определенным критериям in sili-
co, мы считаем необходимым их верифициро-
вать, так как результаты современных полноге-
номных исследований нередко содержат ошиб-
ки. Целесообразность включения в панель
каждого из выбранных полиморфизмов под-
тверждена путем экспериментальной оценки их
генетического разнообразия в российской попу-
ляции.

В исследованных в настоящей работе образцах
(n = 201), взятых от жителей Москвы, Москов-

ской области и Санкт-Петербурга, усредненная
частота минорных аллелей составила 0.385, сред-
няя наблюдаемая гетерозиготность, Ho = 0.471
(0.338–0.687). У двух полиморфизмов частота ми-
норного аллеля оказалась незначительно мень-
ше заданного значения: rs56281469 – 0.254 и
rs72273695 – 0.266 (табл. 1). Результаты проверки
сформированной панели по частотам аллелей в
российской популяции свидетельствуют о соот-
ветствии выбранных полиморфизмов критериям,
заданным при отборе.

Опираясь на полученные данные, мы опреде-
лили значение MP для каждого полиморфизма
(табл. 1), а также оценили основные дискрими-
нирующие характеристики всей панели для рос-
сийской популяции: совокупная вероятность слу-
чайного совпадения, СMP, составила 1.89 × 10–43,
потенциал исключения отцовства CPE =
= 0.99999999063.

Сравнивая полученный показатель вероятно-
сти случайного совпадения, СMP = 1.89 × 10–43, c
показателем у наиболее известных STR-систем:
13-локусный CODIS – 2.34 × 10–15; Identifiler –
5.93 × 10–18; PowerPlex16 – 2.43 × 10–18; NGM –
1.12 × 10–19; New FBI core – 6.28 × 10–30 [2], мож-
но видеть, что предлагаемая панель обладает на
13 порядков более высоким дискриминирую-
щим потенциалом, чем New FBI core – наиболее
информативная панель, применяемая на прак-
тике. Эта избыточность дискриминирующего
потенциала обеспечивает не только преимуще-
ство при экспертизах сложных образцов, для ко-
торых получены неполные профили, но и более
высокую достоверность при определении кров-
ного родства.

Отдельный важный аспект для любой систе-
мы генетической идентификации – информа-
ция о том, с какой частотой встречаются ее алле-
ли в популяции, к которой относится исследуе-
мая ДНК. Это необходимо для предоставления в
суд экспертиз, содержащих обоснованные веро-
ятностные расчеты. К примеру, если обнаружен-
ный аллель встречается с частотой 0.01 в евро-
пейской популяции и 0.99 в азиатской, то без ин-
формации о популяционной принадлежности ее
носителя при расчете будет допущена грубая
ошибка. В свете этого, оптимальным решением
представляется создание универсальной панели
с полиморфизмами, не имеющими значимой
популяционной специфичности в распределе-
нии аллелей. Этот подход в сочетании с избы-
точностью дискриминирующего потенциала
позволит полностью исключить критическую
недостоверность в расчетах вероятности при
проведении экспертизы.
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Практические характеристики
метода генотипирования

Протокол исследования содержит четыре эта-
па: выделение ДНК, амплификация, гибридиза-
ция и регистрация результатов. Выделение ДНК
может быть выполнено любым подходящим для
биоматериала способом. Метод протестирован в
широком диапазоне концентраций и, в отличие
от STR-типирования на капиллярном электро-
форетическом оборудовании, не требует приве-
дения к допустимым значениям.

Особые усилия были приложены к созданию
условий внедрения метода в практику и сниже-
нию риска контаминации. Ранее тест-системы,
созданные на базе биочип-технологии, обладали
рядом недостатков, ограничивающих их широкое
применение. В частности, в связи с необходимо-
стью получения одноцепочечного ампликона для
гибридизации, использовали двухстадийную
“гнездную” ПЦР с переносом ампликонов из
симметричной стадии ПЦР в асимметричную,
что требовало отдельной лабораторной зоны и со-
здавало серьезный риск контаминации. Благодаря
применению ранее опубликованной модифика-
ции (LATE)-PCR [30], на стадии амплификации
удалось объединить симметричный и асиммет-
ричный этап ПЦР.

Кроме того, ограничения в мультиплексности
создавали необходимость в постановке несколь-
ких ПЦР с разными пулами праймеров для одно-
го образца. Это не только повышало трудоем-
кость, но и снижало такой критически важный
параметр в криминалистике, как аналитическую
чувствительность. Известны публикации, в кото-
рых заявляется успешная амплификация сотен
локусов, однако это декларируется для высоких
концентраций геномной ДНК, которые нечасто
встречаются в экспертной практике [31]. Нам уда-
лось подобрать условия амплификации всех 106
локусов в одной мультиплексной ПЦР с сохране-
нием чувствительности, значимой для эксперт-
ной работы.

Таким образом, протокол исследования был
максимально упрощен, сведен в схему “один об-
разец – одна пробирка – один биочип” и избав-
лен от промежуточных стадий переноса продукта.

Помимо дискриминирующих возможностей,
к важнейшим качествам методов практической
криминалистики относятся способность геноти-
пирования деградированных образцов и чув-
ствительность. Залогом успеха при работе с
фрагментированной ДНК является минимиза-
ция ампликонов при проектировании прайме-
ров. В нашем случае средний размер ампликона
доведен до 72 п.н., однако экспериментальная
проверка на деградированных образцах в план
этой работы не входила.

Что касается чувствительности, то ее типич-
ный нижний предел для современных систем ге-
нетической идентификации составляет 50–100 пг
ДНК на ПЦР (что соответствует 8–16 геном-эк-
вивалентам). В задачи настоящей работы не вхо-
дили специальные мероприятия по повышению
чувствительности метода, однако, учитывая кри-
тическую практическую важность этого параметра,
мы провели его предварительную эксперимен-
тальную оценку. С этой целью проведено девяти-
кратное генотипирование одного из образцов
(50 пг на ПЦР). В среднем наблюдалось выпаде-
ние 9 локусов (от 5 до 16), причем не случайных, а
вполне определенных, что, вероятнее всего, свя-
зано с эффективностью отжига праймеров и мо-
жет быть исправлено в дальнейшем. Тем не менее,
пул из 90–101 сработавших локусов с избытком
обеспечивает достаточную дискриминирующую
силу не только в идентифицирующих генетиче-
ских экспертизах, но и для определения отцов-
ства в трио и дуэте.

Графические примеры результатов генотипи-
рования приведены на рис. 1б–1д. При внима-
тельном изучении рисунков могут возникнуть не-
сколько вопросов. Во-первых, некоторые пары
ячеек в гетерозиготном состоянии светятся сла-
бее других. Это связано с тем, что не все локусы
амплифицируются с одинаковой эффективно-
стью. Однако надежность генотипирования
обеспечивается высокой чувствительностью ка-
меры и ее широким динамическим диапазоном
(0–65528). Это позволяет одинаково успешно
анализировать как слабые, так и сильные пары.
Во-вторых, в некоторых парах, очевидно находя-
щихся в гетерозиготном состоянии, можно ви-
деть неравнозначность по яркости верхней (In) и
нижней (Del) ячеек. При визуальной интерпрета-
ции результатов это могло бы трактоваться неод-
нозначно, однако обработка выполняется авто-
матизировано путем оценки дискриминации
(дискриминационного отношения сигналов) в
каждой паре In-Del. Дискриминация представля-
ет собой частное от деления интенсивности сиг-
налов от ячеек с ДНК-зондами, комплементар-

ными In- и Del-аллелю, соответственно, .

Этот показатель позволяет разделить генотипы
биаллельных маркеров на три пула DIn/In  1,
DIn/Del ≈1 и DDel/Del  1. Для достоверного геноти-
пирования необходимо, чтобы эти пулы не толь-
ко не пересекались, но и имели достаточно широ-
кий коридор значений между собой.

На рис. 2а–2г приведены примеры такой обра-
ботки сигналов. Для удобства восприятия резуль-
таты расположены по мере возрастания значения
дискриминационного отношения сигналов. Кро-
ме того, при такой подаче легко найти экстре-
мальные значения в каждом пуле, чтобы по ним
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определить границы коридора и правильно уста-
новить пороговые значения, используемые про-
граммой ImageWare для автоматической обработ-
ки результатов и формирования отчета о генотипе.
На рис. 2а приведено образцовое распределение
сигналов: гетерозиготный пул расположен в об-
ласти единицы, а полярные пулы In/In и Del/Del
отстоят от него более чем на полтора порядка. Это
позволяет с существенным запасом установить
верхний и нижний порог значений (пунктирные
линии на рис. 2а).

Чтобы проиллюстрировать преимущества In-
Del-полиморфизмов перед SNP и обосновать
наш выбор в пользу первых, на рис. 2б приведен
пример распределения дискриминационных
значений для однонуклеотидного полиморфиз-
ма rs4959270. Как видно из графика, коридор
между пулами существенно уже, что повышает

риск ошибок при генотипировании. Это обуслов-
лено сравнительно большей близостью темпера-
тур плавления совершенных и несовершенных
дуплексов соответствующих ДНК-зондов у SNP,
что создает трудности при дизайне ДНК-зондов.
Безусловно, если для решения поставленной за-
дачи необходимо генотипировать SNP (как в
большинстве практических решений на основе
биочип-технологии), то приходится находить
оптимальный дизайн олигонуклеотидов. Одна-
ко в нашем случае SNP и InDel равнозначны по
критически важным для экспертной практики
свойствам (перечислены во введении), поэтому
мы сделали выбор в пользу InDel.

Графики на рис. 2в и 2г указывают на возмож-
ность визуальных различий в яркости ячеек In и
Del при гетерозиготном генотипе, что не влияет
на результат. При этом верное генотипирование

Рис. 2. Примеры распределения дискриминационных значений D, полученных при обработке гибридизационных
изображений. а, в, г – Графики, полученные при генотипировании образцов коллекции и относящиеся к маркерам
CID.06-144, CID.03-031 и CID.15-098 соответственно. График, приведенный на части б, относится к однонуклеотид-
ному полиморфизму rs4959270, использованы данные [30]. Пунктирные прямые на а и б – пороговое значение, ис-
пользуемое для автоматизированного генотипирования в программе ImageWare. Пунктирные овалы на в и г – смеще-
ние значений D для гетерозиготных пулов относительно 1. По оси абсцисс отложены порядковые номера образцов при
нумерации их по мере возрастания значения дискриминации; ОЕ – относительные единицы.
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обеспечивается смещением пороговых значений
в соответствующую сторону при применении ав-
томатизированного подхода. В дальнейшем та-
кие пары ДНК-зондов могут быть скорректиро-
ваны путем соответствующего изменения длины
олигонуклеотида, либо его концентрации в
ячейке биочипа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На настоящий момент генетическая иденти-

фикация личности целиком базируется на иссле-
довании STR: на этот тип маркеров ориентирова-
но и оборудование, и базы данных, и методика
интерпретации результатов. Однако, как упомя-
нуто во введении, стратегически STR проигрыва-
ют SNP и InDel по протяженности и мутабиль-
ности, и это фундаментальный проигрыш, его
нельзя преодолеть техническими средствами. За-
прос на метод идентификации, использующий
короткие биаллельные маркеры, возник давно,
но не был реализован, в первую очередь, в связи с
отсутствием подходящего инструмента для гено-
типирования. В настоящей работе нам удалось
продвинуться в создании практического инстру-
мента для решения задач судебно-криминалисти-
ческой экспертизы на новом уровне. Создана
универсальная панель биаллельных маркеров,
которая может стать основой для формирования
национальной базы генетической информации
не только в России, но и в любой стране мира.
Выбор метода в пользу отечественной технологии
биологических микрочипов низкой плотности в
наибольшей степени соответствует поставлен-
ным задачам, так как обеспечивает размещение
необходимого количества зондов и не требует
сложных протоколов пробоподготовки, дорого-
стоящего оборудования и расходных материалов,
что создает предпосылки для его успешного внед-
рения.

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 года и ее последую-
щим изменениям или сопоставимым нормам
этики. От каждого включенного в исследование
участника получено информированное добро-
вольное согласие.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.
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The paper proposes a panel of 106 insertion–deletion (InDel) polymorphisms and practical testing of the meth-
od of their genotyping on biochips. Such fundamental properties of InDel markers as short length and low mu-
tation rate provide them with significant advantages in expert practice over widely used tandem repeats (STRs).
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In this work, we analyzed the allele distribution of InDel polymorphisms in the five largest world populations
(European, East Asian, South Asian, African and American), and selected markers that meet the following cri-
teria: minor allele frequency of more than 0.30, physical distance between markers more than 3 million bp, the
absence of polymorphisms, tandem repeats and palindromes in the flanking sequences, the proximity of the
AT/GC ratio to 1. As a result, a panel of 106 polymorphisms was formed with an average frequency of the minor
allele for all five populations of 0.396. For panel genotyping, a method was developed that included one-step
multiplex PCR followed by hybridization on a biological microarray. The average amplicon length was 72 bp.
On a sample of 201 residents of Moscow and St. Petersburg, the main characteristics of the formed panel were
determined: the probability of a random match (MP) 1.89 × 10–43, the paternity exclusion potential (CPE)
0.99999999063. The proposed method is an alternative to molecular genetic identification of a person based on
variations in the lengths of STR loci.

Keywords: human identification, microarray, forensics, InDel polymorphisms


