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С использованием технологии массового параллельного секвенирования (МПС) проведено иссле-
дование полиморфизма 27 аутосомных STR-локусов коммерческой панели ForenSeq DNA Signature
Prep Kit у 733 неродственных индивидов, представляющих население Республики Беларусь, и сфор-
мирована популяционная база частот МПС-аллелей для вероятностных расчетов при судебно-экс-
пертной идентификации личности и установлении биологического родства. Соответствие между гено-
типами, полученными МПС и капиллярным электрофорезом (КЭ), составило 99.96%. Для восьми ло-
кусов (D12S391, D21S11, D2S1338, vWA, D3S1358, D8S1179, D13S317, D9S1122) количество МПС-аллелей
увеличилось более чем в 2 раза. В исследованной выборке идентифицировано 13 новых аллелей, от-
сутствующих в каталоге STRSeq BioProject международной онлайн-базы данных STRbase 2.0. Сред-
няя вероятность случайного совпадения 27-локусных МПС-профилей уменьшилась с 1.43 × 10–31

до 2.89 × 10–35, а комбинированный индекс родства возрос с 2.08 × 1010 до 3.25 × 1012 по сравнению
с данными КЭ.
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Микросателлитные (short tandem repeat, STR)
локусы аутосом являются одними из наиболее
широко применяемых маркеров в экспертном
ДНК-анализе. Благодаря большому числу алле-
лей на локус и кодоминантному наследованию они
позволяют с высокой вероятностью идентифици-
ровать личность, а также устанавливать биологиче-
ское родство [1]. Уже более чем два десятилетия
стандартной технологией получения STR-профиля
ДНК является капиллярный электрофорез (КЭ),
позволяющий выявлять полиморфизм микросател-
литных локусов, обеспечивающийся вариабельно-
стью числа тандемных повторов. Благодаря стре-
мительному развитию и внедрению в практику ме-
тодов массового параллельного секвенирования
(МПС) стало возможно получать детальную ин-

формацию о нуклеотидной последовательности
традиционных криминалистических STR-марке-
ров [2]. К основным преимуществам технологии
МПС судебные генетики также относят возмож-
ность одновременного анализа большого количе-
ства микросателлитов с длинами аллелей до 400 пн,
что в сочетании с высокой чувствительностью ме-
тода значительно повышает эффективность анали-
за деградированной ДНК, а выявление значи-
тельного количества изоаллелей, обусловленных
различиями в области как тандемного повтора, так
и фланкирующих регионов, способствует лучшему
разделению смесей в случае маскировки аллелей
при использовании капиллярного электрофо-
реза. Это привело к возникновению различных
МПС-платформ, использующих маркеры, подхо-
дящие для криминалистических целей. Примером
двух таких платформ являются MiSeq FGx Forensic
Genomics System (Illumina, США) и Ion GeneStu-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0016675823030074 для авторизованных
пользователей.
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dio S5 System (Thermo Fisher Scientific, США), кото-
рые предлагают криминалистам наборы ForenSeq
DNA Signature Prep kit (Verogen, США) и Precision
ID GlobalFiler™ NGS STR Panel v2 (Thermo Fisher
Scientific) [3, 4]. Вышеуказанные компании со-
трудничают с научным консорциумом для совер-
шенствования своих продуктов и включают в на-
боры маркеры, наиболее релевантные по литера-
турным данным. Благодаря этому для ForenSeq
DNA Signature Prep Kit и Precision ID GlobalFiler™
NGS STR Panel v2 общими являются 22 аутосом-
ных STR-маркера.

С 2018 г. методы МПС начали активно внед-
ряться в экспертную практику в Республике Бела-
русь. Для того чтобы в полной мере использовать
более высокий дискриминирующий потенциал,
предоставляемый полученными с использованием
МПС-технологий результатами исследования
STR-локусов, необходимо обновление данных ча-
стот встречаемости, которые бы содержали сведе-
ния о секвенированных аллелях. Все ранее прове-
денные в Республике Беларусь популяционные
исследования базировались на классических тех-
нологиях, которые таких сведений не содержат и
таким образом не могут обеспечить необходимый
уровень информативности [5, 6].

В настоящем исследовании представлены ре-
зультаты массового параллельного секвенирова-
ния 27 аутосомных STR-локусов панели ForenSeq
DNA Signature Prep Kit (Illumina) у 733 индивидов,
проживающих в Республике Беларусь. Для верифи-
кации результатов секвенирования и обеспечения
их совместимости с ранее разработанной базой
данных [5, 6] генотипы 165 образцов были прове-
рены на конкордантность путем генотипирова-
ния 22 перекрывающихся аутосомных локусов с
использованием набора для капиллярного элек-
трофореза PowerPlex Fusion 6C System (Promega
Corporation, США). Все МПС-аллели, выявленные
в белорусской популяции, сравнивали с опублико-
ванными и включенными в международные он-
лайн-базы данными [7] с целью обнаружения не-
описанных ранее вариантов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы биологического 
материала и выделение ДНК

Образцы венозной крови отбирали у аноним-
ных доноров после получения письменного ин-
формированного согласия на проведение исследо-
вания и опубликование его результатов в открытой
печати с соблюдением полной конфиденциально-
сти полученной от участников информации. Все-
го исследовано 733 неродственных индивида муж-
ского пола, проживающих в шести регионах стра-
ны: юго-запад (Брестская область) – 137; юго-
восток (Гомельская область) – 111; запад (Грод-

ненская область) – 122; восток (Могилевская об-
ласть) – 118; север (Витебская область) – 100 и
центральный регион (Минская область) – 145.

Забор венозной крови осуществлялся с помо-
щью систем типа Vacutainer (Becton Dickinson In-
ternational, США) при участии специалистов Рес-
публиканского научно-практического центра
трансфузиологии и медицинских биотехнологий.
До выделения ДНК все образцы крови хранили
при температуре –20°C.

ДНК выделяли из лейкоцитарной фракции ве-
нозной крови по методу, описанному в [8], после
предварительного этапа гемолиза эритроцитов.
Очистку ДНК проводили с помощью органиче-
ских растворителей [9]. Концентрацию ДНК из-
меряли на капельном спектрофотометре DeNovix
(DeNovix, США) в соответствии с протоколом
производителя.

Подготовка геномных библиотек
Подготовку библиотек для секвенирования

аутосомных STR-маркеров осуществляли с ис-
пользованием набора ForenSeq™ DNA Signature
Prep Kit (Verogen, США) согласно инструкции про-
изводителя [10]. Предварительно измеряли кон-
центрацию образцов ДНК на приборе QuantusTM

Fluorometer (Promega, США). Образцы ДНК нор-
мализовали до конечной концентрации 0.2 нг/мкл.
Для первой ПЦР использовали пул праймеров В,
предназначенный для совместной амплифика-
ции 231 маркера ядерной ДНК, включая 27 ауто-
сомных STR, 24 Y-STR, 7 X-хромосомных STR, 94
идентифицирующих SNP, 56 геногеографических
SNP, 22 фенотипических SNP и амелогенин. В ка-
честве положительного контроля реакции ам-
плификации использовали 1 нг контрольной
ДНК 2800М (Promega Corporation, США), в каче-
стве отрицательного – деионизированную воду.
Амплификацию проводили на термоциклере C1000
Touch™ Thermal Cycler (Bio-Rad, США) согласно
инструкции производителя [10]. Целевое обога-
щение, индексирование, очистку и нормализа-
цию геномных библиотек выполняли следуя про-
токолу производителя. Готовые нормализованные
библиотеки смешивали в одной пробирке, прово-
дили денатурацию и загружали на проточную ячей-
ку MiSeq FGx® Reagents Kit (Verogen). Для всех пу-
лов число библиотек соответствовало рекомендо-
ванному производителем числу в 32 библиотеки.
Секвенирование проводили в режиме экспертно-
го ДНК-анализа.

Секвенирование и анализ результатов
Секвенирование библиотек проводили на

платформе MiSeq FGxTM (Illumina Inc., США),
обработку результатов выполняли с помощью ин-
тегрированного в систему программного обеспече-
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ния ForenSeq Universal Analysis Software (ForenSeq
UAS) (Illumina Inc.). Генотипы образцов по ауто-
сомным STR-маркерам D3S1358, vWA, D16S539,
CSF1PO, TPOX, D8S1179, D21S11, D18S51, D2S441,
D19S433, TH01, FGA, D22S1045, D5S818, D13S317,
D7S820, D10S1248, D1S1656, D12S391, D2S1338,
D6S1043, PentaD, PentaE, D4S2408, D9S1122,
D17S1301, D20S482 анализировали на основе стан-
дартных выходных данных, включавших отчет о
генотипе на уровне проекта и отчет о деталях
образца на уровне генотипа, сгенерированных
ForenSeq UAS на листах Microsoft Excel. По
умолчанию минимальные пороговые значения
для анализа (АП) и интерпретации данных (ИП)
принимали 10 и 30 прочтений соответственно для
всех аутосомных STR-локусов.

Генотипы регистрировали как число тандем-
ных повторов в вариабельной области микросател-
лита, автоматически зарегистрированное ForenSeq
UAS; также анализировали первичную последо-
вательность вариабельной области STR-маркера.
Для локусов D12S317, D18S51, D19S433, D5S818,
D7S820 и vWA дополнительно изучали нуклеотид-
ную последовательность доступного для анализа
небольшого фланкирующего участка, непосред-
ственно прилегающего к тандемной области. Одно-
нуклеотидные варианты полиморфизма, обнару-
женные в области тандемного повтора и на до-
ступных для анализа фланкирующих участках
микросателлитов, регистрировали как вариант
замены по отношению к референсному геному
GRCh37.p13 [11]. Последовательности аллель-
ных вариантов описывали согласно требованиям
Международного общества по судебной генетике
[12]; аллелям присваивали численно-буквенные на-
значения.

Верификация с данными капиллярного 
электрофореза

Для верификации полученных МПС-геноти-
пов контрольную ДНК 2800М и 165 образцов ДНК
популяционной выборки, отобранных случай-
ным образом, генотипировали с использованием
набора PowerPlex® Fusion 6C System (Promega Cor-
poration), который включает 22 общих с ForenSeq™
DNA Signature Prep Kit аутосомных локуса:
D3S1358, vWA, D16S539, CSF1PO, TPOX, D8S1179,
D21S11, D18S51, D2S441, D19S433, TH01, FGA,
D22S1045, D5S818, D13S317, D7S820, D10S1248,
D1S1656, D12S391, D2S1338, PentaD, PentaE. Все
эксперименты проводили в соответствии с прото-
колами производителя реагентов. Продукты ПЦР
разделяли методом КЭ на генетическом анализато-
ре АВ3500 (Thermo Fischer Scienific). Генотипы об-
разцов определяли с использованием программно-
го обеспечения GeneMapper ID-X 1.4 (Thermo
Fisher Scientific). Результаты генотипирования,
полученные методами МПС и КЭ, сравнивали,

дискордантность определяли как любой случай,
когда аллель, обнаруженный с помощью одного
метода, не обнаруживался с помощью другого. В
случаях, когда глубина прочтения для одного из
аллелей профиля была ниже ИП и аллель не реги-
стрировался программным обеспечением, несо-
ответствие считали обусловленным “выпадени-
ем” аллеля (allele drop-out) [13].

Популяционные данные и криминалистические 
параметры информативности

Изменение уровня генетического разнообра-
зия и криминалистических параметров оценива-
ли сравнивая значения наблюдаемой гетерози-
готности (HО) и вероятности случайного совпаде-
ния (MP), рассчитанные для двух массивов МПС-
генотипов, включающих: 1) аллели, определенные
по числу тандемных повторов (КЭ-аллели) и
2) аллели, определенные по нуклеотидной после-
довательности (МПС-аллели).

Частоты аллелей для 27 аутосомных STR-локу-
сов и наблюдаемую гетерозиготность (HО) рас-
считывали на основе результатов МПС-геноти-
пирования 733 популяционных образцов сред-
ствами программного пакета GenAlEx 6.5 [14].

Криминалистические параметры информаци-
онной значимости: силу различения двух геноти-
пов (PD), силу исключения (PE), типичный ин-
декс отцовства (ТРI) и их комбинированные значе-
ния рассчитывали с использованием алгоритмов
FORSTAT v1.0 [15].

Оценку уровня генетической подразделенности
популяции (FST) проводили методом анализа моле-
кулярной дисперсии (Analysis of Мolecular Variance,
AMOVA) в программном пакете Arlequin 3.5 [16].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
С целью формирования базы данных частот

МПС-аллелей 27 криминалистических STR-ло-
кусов для резидентного населения Республики
Беларусь в ходе настоящего исследования секве-
нировано 39582 фрагмента ДНК для 733 индиви-
дов и получены данные о 19767 генотипах (99.87%
всех возможных STR-генотипов), а также изучена
внутренняя структура области тандемного повтора
аллельных вариантов микросателлитов. Для 24 об-
разцов данные о генотипах отсутствовали в локу-
сах D1S1656 (12 образцов), PentaE (7 образцов),
PentaD (4 образца) и D21S11 (1 образец). При ана-
лизе файлов отчетов, сгенерированных ForenSeq
UAS, во всех случаях последовательности аллелей
для этих образцов были обнаружены, однако по-
скольку уровень прочтений для них был ниже
установленного ИП (30 ридов) программным обес-
печением они не регистрировались. Такие образцы
из дальнейшего анализа исключали.
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Исследование на конкордантность 
генотипирования

Соответствие между генотипами, установлен-
ными капиллярным электрофорезом (КЭ-гено-
типами) и генотипами, полученными методом
МПС (МПС-генотипами), было исследовано для
165 образцов популяционной выборки. Для трех об-
разцов ДНК МПС-генотипы в локусах D1S1656,
PentaE и PentaD не регистрировались, эти образ-
цы были исключены из сравнительного анализа.
Результаты исследования конкордантности МПС-
и КЭ-генотипирования для 162 образцов ДНК
представлены в табл. 1.

Дискордантность результатов генотипирова-
ния наблюдали в 16 из 3564 сравнений (0.45%),
при этом все случаи несоответствия были уста-
новлены для пяти локусов: D1S1656, D22S1045,
D5S818, D7S820, PentaE. Для локусов D1S1656,
D22S1045, PentaE все случаи несовпадения гено-
типов были связаны с “выпадением” более длин-
ного аллеля гетерозиготного МПС-профиля, в ло-
кусе D5S818 во всех случаях выпадал более корот-
кий аллель. При анализе файлов отчетов ForenSeq

UAS “выпадающие” аллели обнаруживали, одна-
ко уровень прочтений для них был ниже установ-
ленного ИП (<30 ридов) (рис. 1,a). Больше всего
случаев “выпадения” аллелей зарегистрировано
для локуса D1S1656 (7 образцов), при этом в пяти
из семи случаев это были аллели вида X.3, вклю-
чающие тринуклеотид [TCA]. Согласно [17] алле-
ли X.3 в локусе D1S1656 значительно хуже секвени-
руются по сравнению с аллелями без тринуклеоти-
да, что приводит к высокой несбалансированности
гетерозигот вида X/X.3.

В локусе D22S1045 наблюдали дискордант-
ность КЭ- и МПС-генотипов для четырех образ-
цов: три образца имели гомозиготные МПС-ге-
нотипы “15/15” и один – “11/11”, тогда как по
данным генотипирования тест-системой Power-
Plex® Fusion 6C для этих образцов были установ-
лены гетерозиготные профили “15/19” и “11/15”
соответственно (рис. 1,б). Несбалансированная
амплификация локуса D22S1045 является извест-
ной особенностью тест-системы ForenSeq™, и
производитель прямо указывает на необходи-

Таблица 1. Результаты соответствия МПС-аллелей 22 аутосомных STR-локусов, перекрывающихся с PowerPlex® Fu-
sion 6C System

Локус Количество секвенированных 
(МПС) аллелей

Количество конкордантных 
аллелей

Конкордантность,
%

Amelogenin 324 324 100
D3S1358 324 324 100
vWA 324 324 100
D16S539 324 324 100
CSF1PO 324 324 100
TPOX 324 324 100
D8S1179 324 324 100
D21S11 324 324 100
D18S51 324 324 100
D2S441 324 324 100
D19S433 324 324 100
TH01 324 324 100
FGA 324 324 100
D22S1045 320 320 100
D5S818 324 322 99.38
D13S317 324 324 100
D7S820 324 323 99.69
D10S1248 324 324 100
D1S1656 317 317 100
D12S391 324 324 100
D2S1338 324 324 100
PentaD 324 324 100
PentaE 322 322 100
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мость с осторожностью интерпретировать гомо-
зиготные профили по этому маркеру [10].

В локусе D7S820 для одного из образцов был
зарегистрирован КЭ-генотип “10/10.3” и МПС-
генотип “10/11”. В локусе D5S818 несоответствие
генотипов обнаружено в двух образцах (КЭ-алле-
ли: “9/11”, МПС: “11” и КЭ: “12/13”, МПС: “13”)
и в обоих случаях для незарегистрированных про-
граммным обеспечением аллелей (9 и 12) обнару-
живались прочтения ниже ИП (<30 ридов).

Наблюдаемые случаи несовпадения генотипов
для локусов D5S818 и D7S820 были аналогичны
описанным ранее наблюдениям [13, 18, 19]. На-
пример, L. Devesse et al. [13] для локуса D7S820 на-
блюдали КЭ-аллель 9.2, состоящий из 10 тетра-
нуклеотидных повторов, и аллель 7, который был
генотипирован как 6.3 на основе методов КЭ. Ав-
торами установлено, что в обоих случаях расхож-
дения связаны с делециями во фланкирующей
области – двух оснований на фланке аллеля 10 и
одного основания на фланке аллеля 7 (редкая де-
леция rs540346880, [T/–], обнаруженная в евро-
пеоидной популяции с частотой менее 0.01%)
(рис. 2,а). В этом же исследовании описан случай
“выпадения” короткого аллеля в локусе D5S818
(по данным КЭ: “9/11”; по данным МПС: “11”).
Путем секвенирования более длинного амплико-
на L. Devesse et al. [13] удалось обнаружить ред-
кую, не описанную ранее однонуклеотидную за-

мену G>C, расположенную в сайте связывания об-
ратного праймера, которая снижала успешность
амплификации короткого аллеля 9 (рис. 2,б).

Таким образом, нами показано, что между ге-
нетическими профилями 162 образцов, установ-
ленными параллельно двумя методами, отсут-
ствуют серьезные несоответствия − конкордант-
ность данных составляет 99.96% (табл. 1). Во всех
случаях для незарегистрированных аллелей МПС-
профилей имелись прочитанные последователь-
ности, размер которых соответствовал данным
КЭ-генотипирования, за исключением одного
описанного выше случая для локуса D7S820. Вме-
сте с тем результаты исследования позволяют ак-
центировать внимание на особенностях интер-
претации данных, получаемых методом МПС с
использованием коммерческого набора ForenSeq
DNA Signature Prep Kit [10]. В частности, исследо-
ватели должны с особой осторожностью интер-
претировать результаты секвенирования не толь-
ко для локуса D22S1045, на что указывает про-
изводитель набора, но и для локусов D5S818,
D1S1656 и D7S820. В соответствии с рекоменда-
циями Национального исследовательского сове-
та США (NRC II Recommendations for Estimating
Random-Match Probabilities) [20] чтобы компен-
сировать эффекты возможных нулевых аллелей в
локусах D5S818, D1S1656, D22S1045 при оценке
вероятности случайного совпадения генотипов

Рис. 1. Результаты генотипирования локусов D1S1656 и D22S1045 методами КЭ (вверху) и МПС (внизу) при исследо-
вании конкордантности. а – локус D1S1656, КЭ-генотип “14/15”, МПС-генотип “14/14”); б – локус D22S1045, КЭ-гено-
тип “14/19”, МПС-генотип “15/15”.
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может применяться высококонсервативный под-
ход, при котором частоту (f) для гетерозигот рас-
считывают как f = 2pq, а для гомозигот – как f = p
вместо f = p2. Более точная, но также консерва-
тивная процедура расчета заключается в исполь-
зовании уравнения f = p2 + p(1 − p) × θ со значе-
нием θ = 0.003 [20].

Генетическое разнообразие и криминалистическая 
информативность секвенированных аутосомных 

STR-локусов
Из 39534 аллелей, секвенированных у 733 инди-

видов в 27 локусах, был идентифицирован 301 ва-
риант различной длины и 517 изометрических ва-
риантов (аллелей одинаковой длины, но разной
последовательности).

Число аллелей увеличилось более чем в 2 раза
(×2) у восьми локусов: D12S391 (×4.24), D21S11
(×3.43), D2S1338 (×3.07), vWA (×2.63), D3S1358
(×2.44), D8S1179 (×2.0), D13S317 (×2.11), D9S1122
(×2.0). Всего из 27 аутосомных STR-локусов изо-
аллели наблюдались в 19 (70.37%). Для восьми ло-
кусов не зафиксировано дополнительных МПС-
аллелей (PentaE, PentaD, D20S482, CSF1PO, TPOX,
D10S1248, TH01, D16S539) (табл. 2). Полученные
в нашем исследовании результаты хорошо согла-
суются с данными других авторов, полученными
при исследовании европейских и азиатских попу-
ляций [13, 17–19, 21–24].

Для шести локусов (D19S433, D7S820, D18S51,
D5S820, D13S317 и vWA) дополнительно были про-
анализированы предоставляемые ForenSeq UAS
данные о последовательности небольших флан-
кирующих участков, непосредственно прилегаю-
щих к тандемной области. Для двух локусов D7S820
и D18S51 не показано увеличения количества ал-
лелей за счет фланков – вариабельность отмеча-
лась исключительно в области повтора. С учетом
информации о фланкирующих последовательно-
стях в локусе D19S433 был идентифицирован ред-
кий изоаллель 13.2 − D19S433[CE13.2]-Chr19
GRCh37p.13 30417142-30417205 [CCTT]12 ccta CCTT
cttt CCTT rs745607776-del; в локусе D13S317 – во-

семь изоаллелей с описанными частыми мутаци-
ями А>Т в первой и пятой позициях на 3'- фланки-
рующей области повтора (rs9546005, rs202043589);
в локусе vWA – четыре изоаллеля: 14 и 15
(rs75219269 A>G), 16, 17 (rs199970098 G>A) с по-
лиморфизмом во фланкирующей области. Тогда
как для локуса D5S818 вся вариабельность обес-
печивалась известной мутацией во фланкирую-
щем участке (rs73801920 C>A) [24] и только в од-
ном случае был обнаружен описанный ранее ва-
риант аллеля 12, несущий мутацию (rs1171357623,
T>G) в четвертом тандеме [24] (табл. 3).

Из 517 различных аллелей, идентифицирован-
ных в белорусской популяции, 13 ранее не были
описаны (табл. 4). Среди впервые обнаруженных
аллелей семь были обусловлены новой комбина-
цией повторяющихся блоков в тандемной обла-
сти, пять имели однонуклеотидные замены внут-
ри тандемного повтора и один аллель − 15 в локу-
се D5S818 имел на фланке мутацию rs73801920,
описанную ранее, но в комбинации с этим ва-
риантом аллеля не встречавшуюся в других ис-
следованных популяциях, согласно сведениям
STRBase 2.0 [7]. Все ранее неописанные аллели
зарегистрированы в базе данных Nucleotide
NCBI под номерами ON248964, ON359896–
ON359907.

При оценке уровня генетического разнооб-
разия белорусской популяции с учетом данных
МПС-генотипирования показано увеличение зна-
чений наблюдаемой гетерозиготности (HО) для всех
локусов с выявленными изоаллельными варианта-
ми, кроме локусов FGA, D17S1301, D18S51,
D22S1045. В наибольшей степени HО увеличива-
лась для локуса D4S2408 – в 1.32 раза. Для этого
локуса выявлен полиморфизм нуклеотидной по-
следовательности области тандемного повтора
только для аллеля 9, имеющего максимальную
частоту встречаемости в популяции (59.5%), при
этом частота встречаемости двух выявленных
изоморфных вариантов оказалась практически
одинаковой − 0.2196 и 0.1869. Таким образом, из
261 образца, имевшего по данным КЭ-анализа го-
мозиготный генотип “9/9”, 137 образцов, т.е. более

Рис. 2. Мутации фланкирующих последовательностей, приводящие к возникновению “нулевых аллелей” при МПС-
генотипировании локусов D7S820 и D5D818. Адаптировано из [13]. а – локус D7S820 (rs540346880); б – локус D5S818.
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половины, имеют гетерозиготный генотип. Похо-
жая картина наблюдалась для локусов D9S1122 и
D13S317, для которых увеличение гетерозиготно-
сти по сравнению с данными КЭ-генотипирова-
ния также было значительным (табл. 5).

Вероятность случайного совпадения геноти-
пов двух неродственных индивидов (MP) снижа-
лась для всех локусов, для которых были зареги-
стрированы изоаллельные варианты (кроме локуса
FGA), что свидетельствует об увеличении иденти-
фикационной значимости результатов генотипи-
рования, получаемых методом МПС. В наиболь-
шей степени МР снижалась для локусов D9S1122,
D8S1179, D13S317 и D21S11 – в 2.7 раза; в наи-
меньшей степени – для локусов D22S1045 и
D17S1301 (в 1.1 раз). Рассчитанная по данным
МПС средняя вероятность того, что два случайно
выбранных из популяции индивида будут иметь

один и тот же генотип по совокупности всех 27
STR-локусов, составила 2.89 × 10–35 (это означа-
ет, что случайное совпадение генотипа возможно
с одним из 3.5 × 1034 человек). Этот результат на
четыре порядка превышает значение, получаемое
с использованием данных фрагментного анализа
(1.43 × 10–31, один из 7 × 1030 человек).

Информационная значимость данных МПС-
генотипирования при установлении родства так-
же значительно увеличивается по сравнению с
данными КЭ, о чем свидетельствует рост значе-
ний вероятности исключения индивида по задан-
ному генотипу (PE) и индексов родства (TPI) для
локусов тест-системы. Так, PE увеличивалась в
наибольшей степени для локуса D4S2408 − в 2 ра-
за, для локусов D9S1122, D13S317, D5S818 и
D8S1179 – в 1.3–1.5 раза. Максимальный рост
значений TPI зафиксирован для локусов D12S391

Таблица 2. Число STR-аллелей, идентифицированных методом капиллярного электрофора (КЭ-аллели) и мас-
совым параллельным секвенированием (МПС-аллели)

* Вариабельность преимущественно обеспечена мутациями на фланках.

Локус КЭ-аллели МПС-аллели Прирост, n (%)

D12S391 17 72 + 55 (324)
D21S11 15 48 + 33 (220)
D2S1338 14 43 + 29 (207)
vWA 8 21 + 13 (163)
D3S1358* 9 22 + 13 (144)
D13S317 9 19 + 10 (111)
D8S1179 11 22 + 11 (100)
D9S1122 6 12 + 6 (100)

D5S818* 9 17 + 8 (89)
D2S441 9 13 + 4 (44)
D1S1656 19 28 + 9 (47)
D6S1043 16 23 + 7 (44)
D19S433 16 22 + 6 (38)
D7S820 8 10 + 2 (25)
FGA 19 23 + 4 (21)
D18S51 15 18 + 3 (20)
D4S2408 7 8 + 1 (14)
D17S1301 8 9 + 1 (13)
D22S1045 8 9 + 1 (13)

PentaE 19 19 0
PentaD 14 14 0
D20S482 9 9 0
CSF1PO 8 8 0
TPOX 7 7 0
D10S1248 7 7 0
TH01 7 7 0
D16S539 7 7 0
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Таблица 3. Аллели с мутациями во фланкирующих последовательностях (N – количество аллелей в популяции)

Локус Аллель N Локус Аллель N

D5S818

9а [ATCT]9_rs73801920-A 1

D13S317

9б [TATC]9_rs9546005-T 1

10б [ATCT]10_rs73801920-A 28 9в [TATC]10_rs9546005-T 3

11б [ATCT]11_rs73801920-A 55 10в [TATC]10_rs9546005-T, rs202043589-T 1

12б [ATCT]12_rs73801920-A 137 11а [TATC]11_rs9546005-T 272

12в [ATCT]3 AGCT 
[ATCT]8_rs73801920-A 1 12б [TATC]12_rs9546005-T 163

13б [ATCT]13_rs73801920-A 57 13б [TATC]13_rs9546005-T 46

14а [ATCT]14_rs73801920-A 8 14б [TATC]14_rs9546005-T 8

15б 15_[ATCT]15_rs73801920-A 1 15а [TATC]15_rs9546005-T 1

Локус Аллель N

vWA

14а [TAGA]3 TGGA [TAGA]3 [CAGA]4 TAGA CAGA TAGA_rs75219269-G 127

15б TGGA [TAGA]3 TGGA [TAGA]3 [CAGA]4 TAGA CAGA TAGA_rs75219269-G 2

16в [TAGA]11 [CAGA]4 TAGA_ rs199970098-A 1

17д [TAGA]12 [CAGA]4 TAGA_rs199970098-A 2

D19S433 13.2б [CCTT]12 ccta CCTT cttt CCTT_rs745607776- delCT 1

Таблица 4. Новые аллели, обнаруженные в белорусской популяции

Локус Аллель Число Покрытие

D2S1338 21г D2S1338[CE21]-Chr2-GRCh37.p13 218879582-218879673 GGAG 
[GGAA]13 [GGCA]7 1 1509

FGA 23.2б FGA[CE23.2]-Chr4-GRCh37.p13 155508888-155508975 [GGAA]2 GGAG 
AAAG AG [AAAG]14 AGAA AAAA [GAAA]3 1 1333

D5S818 15б D5S818[CE15]-Chr5-GRCh37.p13 123111250-123111293 [ATCT]15 
rs73801920-A 1 209

D7S820 11б D7S820[CE11]-Chr7-GRCh37.p13 83789542-83789593 [TATC]2 TACC 
[TATC]8 1 140

D12S391

18.3б D12S391[СE18.3]-Chr12-GRCh37.p13 12449954-12450029 AGAT GAT 
[AGAT]10 [AGAC]6 AGAT 3 >280

23ж D12S391[СE23]-Chr12-GRCh37.p13 12449954-12450029 [AGAT]16 
[AGAC]6 AGAT 2 >200

26б D12S391[СE26]-Chr12-GRCh37.p13 12449954-12450029 [AGAT]15 
[AGAC]11 1 331

D18S51 16б D18S51[CE16]-Chr18-GRCh37.p13 60948900-60948971 AGAA AGCA 
[AGAA]14 1 403

D19S433
11б D19S433[CE11]-Chr19-GRCh37.p13 30417142-30417205 [CCTT]9 ссtt 

CCTT cttt CCTT 1 1375

13б D19S433[CE13]-Chr19-GRCh37.p13 30417142-30417205 ACTT [CCTT]10 
ccta CCTT cttt CCTT 1 845

D21S11

29б D21S11[CE29]-Chr21-GRCh37.p13 20554291-20554417 [TCTA]2 TATA 
[TCTA]3 [TCTG]5 [TCTA]3 ta [TCTA]3 tca [TCTA]2 tccata [TCTA]10 1 1056

30в D21S11[CE30]-Chr21-GRCh37.p13 20554291-20554417 [TCTA]6 [TCTG]5 
[TCTA]3 ta [TCTA]2 tca [TCTA]2 tccata [TCTA]12 2 >500

30ж D21S11[CE30]-Chr21-GRCh37.p13 20554291-20554417 [TCTA]4 [TCTG]6 
[TCTA]4 ta [TCTA]3 tca [TCTA]2 tccata [TCTA]11 1 1071
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(с 4.89 до 10.18) и D21S11 (с 3.89 до 6.2), т.е. для ло-
кусов с наибольшим количеством зарегистриро-
ванных по данным МПС аллельных вариантов.
Комбинированный индекс родства, получаемый
с учетом наличия МПС-аллелей, достигал значе-
ния 3.25 × 1012, что на два порядка выше значе-
ния, получаемого на основе данных фрагментно-
го анализа – 2.08 × 1010.

Анализ генетической подразделенности ре-
зидентного населения Республики Беларусь,
проведенный методом молекулярной дисперсии
(AMOVA) с учетом различий в частотах МПС-
аллелей, не выявил статистически значимых ге-
нетических различий между исследованными ре-
гиональными популяциями. Все население рес-

публики характеризуется общностью генного пу-
ла по изученным 27 аутосомным STR-маркерам.
Анализ матриц парных расстояний также не поз-
волил выявить статистически достоверные разли-
чия между парами популяционных выборок, сфор-
мированных по региональному признаку. Приме-
нительно к экспертному ДНК-анализу полученные
данные указывают на возможность использова-
ния частотных характеристик 27 аутосомных ло-
кусов, установленных методом МПС, для всего
населения Беларуси и формирования единой рес-
публиканской референсной базы данных.

Частоты аллелей аутосомных STR-локусов для
населения Республики Беларусь по данным мас-
сового параллельного секвенирования приведены в

Таблица 5. Изменение уровня генетического полиморфизма и параметров информационной значимости ауто-
сомных STR-локусов, исследованных методом МПС

Примечание. Полужирным шрифтом выделены локусы, для которых не зафиксировано дополнительных МПС-аллелей.

Локус
НО MP PE TPI

КЭ МПС КЭ МПС КЭ МПС КЭ МПС

D1S1656 0.889 0.896 0.020 0.016 0.773 0.787 4.51 4.81
D2S441 0.738 0.769 0.100 0.082 0.490 0.544 1.91 2.17
D2S1338 0.855 0.891 0.030 0.018 0.706 0.777 3.46 4.58
D3S1358 0.789 0.857 0.074 0.034 0.578 0.708 2.36 3.49
D4S2408 0.585 0.772 0.230 0.107 0.274 0.548 1.21 2.19
FGA 0.879 0.879 0.037 0.037 0.752 0.752 4.12 4.12
D5S818 0.724 0.808 0.120 0.060 0.467 0.613 1.81 2.60
D6S1043 0.849 0.850 0.049 0.048 0.692 0.695 3.30 3.33
D7S820 0.786 0.793 0.066 0.065 0.573 0.585 2.33 2.41
D8S1179 0.784 0.874 0.080 0.030 0.571 0.744 2.32 3.98
D9S1122 0.707 0.834 0.156 0.058 0.439 0.663 1.70 3.00
vWA 0.802 0.840 0.064 0.042 0.603 0.676 2.53 3.13
D12S391 0.898 0.951 0.024 0.010 0.791 0.900 4.89 10.18
D13S317 0.774 0.883 0.080 0.030 0.551 0.760 2.21 4.26
D17S1301 0.701 0.701 0.162 0.161 0.430 0.430 1.67 1.67
D18S51 0.847 0.847 0.032 0.031 0.689 0.689 3.27 3.27
D19S433 0.779 0.782 0.079 0.077 0.561 0.566 2.26 2.29
D21S11 0.872 0.919 0.040 0.015 0.738 0.835 3.89 6.20
D22S1045 0.724 0.724 0.110 0.109 0.467 0.467 1.81 1.81

TPOX 0.587 0.587 0.228 0.228 0.275 0.275 1.21 1.21
CSF1PO 0.741 0.741 0.115 0.115 0.494 0.494 1.93 1.93
D10S1248 0.768 0.768 0.101 0.101 0.541 0.541 2.16 2.16
D20S482 0.738 0.738 0.134 0.134 0.490 0.490 1.91 1.91
TH01 0.733 0.733 0.091 0.091 0.480 0.480 1.87 1.87
PentaE 0.898 0.898 0.020 0.020 0.791 0.791 4.91 4.91
PentaD 0.809 0.809 0.054 0.054 0.616 0.616 2.62 2.62
D16S539 0.745 0.745 0.101 0.101 0.501 0.501 1.96 1.96

Комбинированное значение 1.43 × 10–31 2.89 × 10–35 2.08 × 1010 3.25 × 1012
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дополнительных материалах к настоящей статье и
могут быть использованы для вероятностных расче-
тов при идентификации личности и установлении
родства в криминалистике, а также в популяцион-
но-генетических сравнительных исследованиях.

В рамках настоящего исследования с исполь-
зованием технологии МПС и набора ForenSeq
DNA Signature Prep Kit впервые у населения Рес-
публики Беларусь изучена внутренняя структура
нуклеотидной последовательности 27 аутосомных
STR-локусов. Проведена оценка соответствия ре-
зультатов генотипирования, получаемых методом
капиллярного электрофореза и массовым парал-
лельным секвенированием. Показано, что гено-
типы PowerPlex® Fusion 6C и ForenSeq DNA Signa-
ture Prep Kit конкордантны для всех перекрыва-
ющихся локусов, за исключением D7S820 −
соответствие составило 99.96%. Вместе с тем
следует отметить, что для отдельных образцов в
некоторых локусах обнаружены ложные гомози-
готные генотипы, один из аллелей в которых при-
сутствовал, но не детектировался программным
обеспечением ForenSeq UAS. В связи с этим при
проведении исследования с использованием на-
бора ForenSeq DNA Signature Prep Kit рекомендо-
вано: 1) особое внимание обращать на результаты
генотипирования локусов D22S1045 и D7S820;
также требуется осторожность в отношении локу-
сов D5S818, D1S1656, PentaE и PentaD, особенно
при исследовании малых количеств ДНК или
ДНК плохого качества; 2) на основе анализа эм-
пирических данных определить минимальные
пороговые уровни прочтения маркеров, преиму-
щественно маркеров с высоким гетерозиготным
дисбалансом; 3) установить оптимальные требо-
вания к качеству исследуемых образцов.

С учетом полиморфизма тандемных и фланки-
рующих участков исследованных локусов в бело-
русской популяции суммарно идентифицирова-
но 216 дополнительных аллельных вариантов, 13
из которых обнаружены впервые. Для всех локу-
сов рассчитаны частоты встречаемости аллелей и
криминалистические параметры идентификаци-
онной информативности. Для имплементации
новых сведений в экспертную практику сформи-
рована референтная база данных частот аутосом-
ных STR-локусов для населения Республики Бе-
ларусь по данным массового параллельного се-
квенирования.

Полученные в настоящей работе сведения
предоставляют для экспертного сообщества Рес-
публики Беларусь возможность проведения веро-
ятностной оценки результатов идентификации
личности и установления родства, основанную на
исследовании МПС-профилей ДНК, что обеспе-
чит эффективное и корректное использование ме-
тодов массового параллельного секвенирования в
экспертной практике.

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 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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Variability of 27 Autosomal STR Loci for the Population 
of the Republic of Belarus Based on the Mass Parallel Sequencing Data
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V. I. Rybakovaa, A. A. Spivaka, S. A. Paliavoib, and A. V. Lugovnevc
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Variability of 27 autosomal STR loci of the ForenSeq DNA Signature Prep Kit (Illumina) commercial panel
was studied using the technology of mass parallel sequencing (MPS) in 733 unrelated individuals representing
the population of the Republic of Belarus as well as a population base of MPS allele frequencies for expert
probabilistic calculations in human identification and paternity establishment was evaluated. The agreement
between genotypes obtained by MPS and capillary electrophoresis (CE) was 99.96%. The number of MPS
alleles increased more than two times for eight loci (D12S391, D21S11, D2S1338, vWA, D3S1358, D8S1179,
D13S317, D9S1122). Thirteen alleles detected were not included in the STRSeq BioProject catalog of the in-
ternational online database STRbase 2.0. The random match probability of 27-locus MPS profiles decreased from
1.43 × 10–31 to 2.89 × 10–35, and the combined paternity index increased from 2.08 × 1010 to 3.25 × 1012 compared
to CE data.

Keywords: autosomal STR locus, variability, isometric alleles, massively parallel sequencing.



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


