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Генетические маркеры человека, сцепленные с X-хромосомой (кратко – X-сцепленные), применя-
ются в области популяционной генетики, медицинской генетики, а также для ДНК-идентифика-
ции индивида в криминалистике и судебной медицине. Нами предложена панель XSNPid, состоя-
щая из 66 несцепленных однонуклеотидных маркеров Х-хромосомы, и разработан протокол их
мультиплексного генотипирования с помощью методов многолокусной ПЦР и масс-спектромет-
рии MALDI-TOF. Панель XSNPid генотипируется в составе двух мультиплексов (на 36 и 30 марке-
ров). Разработанный протокол обеспечивает эффективное чтение генотипов: доля определяемых
генотипов составляет 98.29%. Для русской популяции характерен высокий уровень генного разно-
образия (0.461) по X-сцепленным SNP, включенным в панель. 63 из 66 маркеров, обеспечивающих
высокую эффективность генотипирования и независимое наследование, пригодны для целей ДНК-
идентификации. Для панели XSNPid характерна очень высокая дискриминационная способность
при исследовании русской популяции. Вероятность совпадения генотипов у двух неродственных
индивидов составляет 9 × 10–27 для женщин и 2 × 10–18 для мужчин. При сравнении с другими бли-
жайшими аналогами наборов X-хромосомных SNP, панель XSNPid обладает, кроме более высокой
дискриминирующей способности, также большей емкостью мультиплексов, что делает ее более
экономически выгодной и требует меньших затрат времени при использовании. Панель XSNPid –
удобный инструмент не только для индивидуальной ДНК-идентификации, но и для популяцион-
но-генетических исследований.
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тика, генетическое разнообразие, популяции человека.
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Генетические маркеры Х-хромосомы (далее
для краткости – Х-сцепленные) используют в по-
пуляционной генетике человека, медицинской
генетике, в криминалистике и судебной медици-
не. В популяционных исследованиях данные по
генетической вариабельности X-хромосомы до-
полняют картину генетического разнообразия и
генетической дифференциации популяций, ко-
торая может быть получена при помощи одноро-

дительских линий (по маркерам Y-хромосомы и
мтДНК), а также панелей аутосомных полиморф-
ных локусов [1–4]. В медицинской генетике мар-
керы Х-хромосомы применяют для прямой и кос-
венной диагностики Х-сцепленных болезней [5]
и для поисков генетической компоненты распро-
страненных заболеваний. По данным каталога
широкогеномных ассоциативных исследований
(GWAS), на X-хромосоме имеется около 150 SNP

Принятые сокращения: MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation-Time Of Flight) – метод матрично-активи-
рованной лазерной десорбции/ионизации c измерением времени пролета; SNP (Single Nucleotide Polymorphism) – одно-
нуклеотидный полиморфизм.
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(Single Nucleotide Polymorphism), ассоциирован-
ных с различными распространенными хрониче-
скими заболеваниями [6]. В криминалистике и
судебной медицине маркеры Х-хромосомы при-
меняются, в основном, при тестировании биоло-
гического родства. Особенности передачи X-хро-
мосом в ряду поколений (мужчины наследуют од-
ну из Х-хромосом своей матери; женщина – одну
хромосому матери и одну хромосому, унаследо-
ванную от бабушки по отцовской линии) наибо-
лее полезны в сложных случаях определения род-
ства. Например, при определении отцовства, ко-
гда ДНК предполагаемого отца не доступна; при
определении отцовства между близкими род-
ственниками; при определении родства по муж-
ской линии, когда в родословной доступны только
женщины [7]. Помимо сложных случаев определе-
ния родства, генетические маркеры Х-хромосомы,
обладая достаточной информативностью, спо-
собствуют решению и стандартных задач индиви-
дуальной идентификации [8].

Для ДНК-идентификации традиционно ис-
пользуют микросателлитые маркеры (STR), в том
числе X-сцепленные [4, 9–14]. Эти мультиаллель-
ные маркеры характеризуются высокой гетерози-
готностью, и поэтому относительно небольшого их
числа (15–20) достаточно для индивидуальной
идентификации человека [9]. Однонуклеотидные
маркеры (SNP) менее вариабельны, однако гораз-
до более распространены в геноме человека. Для
достижения сопоставимого с STR дискримина-
ционного потенциала число SNP маркеров долж-
но быть в 3–4 раза больше [15]. Панели Х-сцеп-
ленных SNP, создаваемые на базе традиционных
технологий (ПЦР в реальном времени, капилляр-
ный гель-электрофорез), не достигают уровня
информативности сиcтем, основанных на ауто-
сомных STR-маркерах [16–18]. Появление техно-
логий массового параллельного секвенирования
и новых методов генотипирования делает очевид-
ной перспективу замещения STR-маркеров для
ДНК-идентификации системами, основанными
на SNP [19–21]. В ряду технологий генотипирова-
ния, оптимальных для среднемасштабных задач
(типирование десятков или сотен маркеров в сот-
нях или тысячах образцов), одно из лидирующих
мест занимает масс-спектрометрия методом
MALDI-TOF (матрично-активированной лазер-
ной десорбции/ионизации с измерением време-
ни пролета) [22, 23].

Цель настоящего исследования – разработка
панели Х-сцепленных однонуклеотидных поли-
морфных маркеров для популяционно-генетиче-
ского анализа и индивидуальной ДНК-идентифи-
кации населения России, а также разработка мето-
да их мультиплексного генотипирования на основе
многолокусной ПЦР и MALDI-TOF-масс-спек-
трометрии. Создание информативной панели на
основе XSNP позволит изучать и генетическую из-

менчивость в популяциях, и проводить ДНК-
идентификацию личности, – при сохранении пре-
имуществ использования Х-хромосомных марке-
ров в случаях сложного родства.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и экспериментальные процедуры.
Изучали образцы ДНК 180 русских жителей г.
Томска (94 мужчин и 86 женщин). SNP-маркеры
на X-хромосоме подбирали, используя базу дан-
ных NCBI [24], ориентируясь на равномерное
расположение маркеров вдоль хромосомы с рас-
стоянием между двумя соседними маркерами не
менее 1 млн.п.н., на отсутствие сцепления между
ними в европеоидных популяциях из проекта
HapMap [25] и полагая, что уровень генетическо-
го разнообразия (ожидаемой гетерозиготности
(He) составляет не более 0.40 в этих популяциях.

Из отобранных на этом этапе более 200 SNP
(при использовании программного обеспечения
“Sequenom Assay Design”, доступного в режиме
он-лайн на сайте www.sequenom.com) сформирова-
ли два мультиплекса с максимальным числом сов-
местимых в одном мультиплексе маркеров. В состав
первого вошли 36 SNP (W1, далее 36-плекс), в со-
став второго – 30 (далее W2, 30-плекс). Состав
мультиплексов приведен в табл. 1. К каждому
маркеру сконструировали по два ПЦР-праймера
(прямой и обратный), а также пролонгирующий
праймер для iPLEX-реакции. Праймеры синтези-
рованы в компаниии “Евроген” (Россия). После-
довательности праймеров доступны по запросу у
авторов.

Многолокусную ПЦР для наработки амплико-
нов, которые содержат исследуемые SNP, прово-
дили отдельно для каждого мультиплекса в 96-лу-
ночных планшетах, объем 5 мкл (амплификаторы
“Thermo Scientific”, Германия, и “Applied Biosys-
tems”, США), в присутствии 5 нг геномной ДНК-
матрицы и смеси ПЦР-праймеров соответствую-
щего мультиплекса. Для ПЦР использовали реа-
генты “PCR Accessory Set”, входящие в состав набо-
ра для генотипирования методом масс-спектромет-
рии MALDI-TOF (“Agena Bioscience”, США).
Состав ПЦР-смеси: 2 мМ MgCl2, по 500 мкмоль
каждого из dNTP, 0.1 мкМ смесь праймеров, 1 ед.
ДНК-полимеразы. Схема ПЦР: начальная дена-
турация при 94°С (5 мин), затем 42 циклa ампли-
фикации в следующих условиях: денатурация при
94°С (20 с), отжиг при 56°С (40 с), элонгация при
72°С (60 с), после чего пробы инкубировали 5 мин
при 72°С.

Последующие стадии эксперимента (SAP-ре-
акция, iPLEX-реакция, перенос образцов на
спектро-чип, ионизация образцов и анализ масс-
спектров) проводили, как описано ранее [22].
SAP-реакция – это дефосфорилирование щелоч-
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Таблица 1. Частоты аллелей, уровень генетического разнообразия и дикриминационный потенциал X-сцеплен-
ных SNP в составе панели XSNPid

№ SNP Позиция MAF Аллели Мульти-
плекс Не PDf PDm

1 rs2694742 3127322 0.494 G:A W1 0.4999 0.6250 0.5000
2 rs1405303 4120 689 0.411 A:C W1 0.4842 0.6175 0.4856
3 rs4826682 5119276 0.328 C:A W1 0.4408 0.5892 0.4394
4 rs5962008 6325520 0.311 A:G W1 0.4286 0.5777 0.4232
5 rs2130835 7470 499 – – W1 – – –
6 rs2404797 8795378 0.441 A:G W1 0.4930 0.6213 0.4928
7 rs5934683 9751474 0.378 C:T W1 0.4702 0.6082 0.4692
8 rs7888207 11916 455 0.491 G:T W2 0.4998 0.6250 0.5000
9 rs952076 13946956 0.357 G:A W2 0.4591 0.5995 0.4550

10 rs2317327 15407061 0.419 A:G W2 0.4869 0.6192 0.4888
11 rs4484871 22751065 0.482 A:G W2 0.4994 0.6244 0.4988
12 rs1351260 26948596 0.427 C:T W1 0.4893 0.6241 0.4925
13 rs1389433 28128729 0.286 G:T W2 0.4084 0.5692 0.4118
14 rs225067 29149 024 0.314 A:G W1 0.4308 0.5924 0.4442
15 rs4454452 30 985342 0.232 G:A W2 0.3564 0.5222 0.3564
16 rs3005641 34029930 0.4 T:C W1 0.4800 0.6130 0.4775
17 rs761913 37859510 0.306 G:T W1 0.4247 0.5805 0.4270
18 rs5963641 39216082 0.452 T:G W2 0.4954 0.6230 0.4961
19 rs5917990 40387891 0.375 C:A W2 0.4688 0.6054 0.4646
20 rs6609159 41573566 0.497 T:C W1 0.5000 0.6250 0.5000
21 rs205847 42791946 0.444 A:G W1 0.4937 0.6207 0.4916
22 rs766117 43816206 0.405 G:A W2 0.4820 0.6159 0.4827
23 rs5953326 49373567 0.483 C:T W1 0.4994 0.6246 0.4992
24 rs5915291 50379 075 0.226 G:T W2 0.3498 0.5319 0.3669
25 rs4131729 51697194 0.274 T:C W1 0.3978 0.5583 0.3978
26 rs11799030 53056518 0.453 T:C W1 0.4956 0.6230 0.4961
27 rs4826609 54765913 0.383 A:G W1 0.4726 0.6107 0.4736
28 rs6624701 63749154 0.194 G:T W1 0.3127 0.4889 0.3224
29 rs471205 66238317 0.196 G:A W1 0.3152 0.4851 0.3188
30 rs5919529 67358208 0.268 C:T W2 0.3924 0.5625 0.4032
31 rs5937091 70745323 0.206 A:G W1 0.3271 0.5053 0.3387
32 rs2207739 75644692 0.259 A:G W2 0.3838 0.5450 0.3819
33 rs2411976 78383858 0.419 A:G W1 0.4869 0.6195 0.4893
34 rs5969528 81668873 0.394 A:G W1 0.4775 0.6113 0.4745
35 rs5922869 83049688 0.262 C:T W2 0.3867 0.5561 0.3951
36 rs5968597 84946832 0.381 A:G W2 0.4717 0.6094 0.4712
37 rs222108 86910110 0.341 T:C W1 0.4494 0.6250 0.5000
38 rs1474970 90394689 0.357 T:C W2 0.4591 0.6034 0.4614
39 rs5941047 91431385 0.425 T:C W1 0.4888 0.6198 0.4899
40 rs5949581 94756278 0.335 G:A W2 0.4456 0.5942 0.4469
41 rs5921682 100130 437 0.476 G:A W2 0.4988 0.6248 0.4996
42 rs4898334 101387968 0.447 G:A W1 0.4944 0.6226 0.4952
43 rs5945770 102594936 0.483 T:C W1 0.4994 0.6249 0.4998
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Обозначения: позиция – позиция нуклеотида согласно референсной последовательности генома человека, сборка 38.2
(GRCh38.p2); MAF – частота редкого аллеля; аллели – указаны частый и редкий аллели; мультиплекс – номер мультиплекса;
He – генное разнообразие; PDf – дискриминационный потенциал для женщин; PDm – дискриминационный потенциал для
мужчин.

44 rs1285715 106308416 0.476 G:T W2 0.4988 0.6248 0.4996
45 rs5973840 107319 029 0.461 T:C W1 0.4970 0.6226 0.4952
46 rs5974348 112218701 0.483 T:C W1 0.4994 0.6246 0.4991
47 rs7058109 113228559 0.317 A:G W1 0.4330 0.5853 0.4338
48 rs9329406 115740 985 0.411 A:G W1 0.4842 0.6171 0.4849
49 rs217937 118511843 0.406 T:C W1 0.4823 0.6153 0.4816
50 rs5909923 121978166 0.5 C:C W1 0.5000 0.6250 0.5000
51 rs5977571 124 496989 0.497 G:A W2 0.5000 0.6250 0.5000
52 rs5974708 125675579 0.444 T:C W1 0.4937 0.6211 0.4923
53 rs4830049 126759219 0.363 T:C W1 0.4625 0.6051 0.4641
54 rs916208 127941251 0.491 G:A W2 0.4998 0.6246 0.4992
55 rs926640 129 462353 0.429 G:T W2 0.4899 0.6190 0.4884
56 rs2797125 130815979 0.372 G:A W1 0.4672 0.6085 0.4697
57 rs17391 131910 697 0.389 G:A W2 0.4754 0.6120 0.4758
58 rs5977991 133429960 0.405 A:G W2 0.4820 0.6178 0.4862
59 rs5975695 135268469 0.408 C:T W1 0.4831 0.6175 0.4856
60 rs4825220 139214 478 0.383 G:T W2 0.4726 0.6184 0.4872
61 rs4825002 140 430391 0.423 A:G W2 0.4881 0.6110 0.4740
62 rs2869922 141490 609 0.437 C:T W2 0.4921 0.6197 0.4896
63 rs4825213 143435373 – – W2 – – –
64 rs1781486 144674621 0.274 C:T W2 0.3978 0.5679 0.4101
65 rs2504169 146358005 0.5 G:G W2 0.5000 0.6250 0.5000
66 rs614511 149537834 0.47 G:A W2 0.4982 0.6245 0.4990

№ SNP Позиция MAF Аллели Мульти-
плекс Не PDf PDm

Таблица 1.   Окончание

ной фосфатазой (SAP) не включенных в ампли-
коны дезоксинуклеотидтрифосфатов (dNTP). В
процессе iPLEX-реакции происходит мультиплекс-
ное удлинение пролонгирующих праймеров путем
включения такого модифицированного дидезок-
синуклеотидтрифосфата (ddNTP) с измененной
массой, который комплементарен нуклеотиду,
находящемуся в полиморфной позиции каждого
из SNP. В результате, образуется смесь коротких
ПЦР-продуктов, соответствующих аллелям пред-
ставленных в мультиплексе полиморфных маркеров.
Реакционную смесь очищали от солей, накопивших-
ся при мультиплексной ПЦР и iPLEX-реакции, об-
рабатывая катионной смолой “SpectroCLEAN”
(“Agena Bioscience”, Германия). Образцы перено-
сили на спектро-чип и ионизировали на приборе
“Sequenom MassARRAY 4”. Для анализа масс-
спектров в реальном времени, а также для пер-
вичной обработки и документирования резуль-
татов опыта использовали программное обеспе-

чение “MassARRAY TYPER 4.0” (“Agena Biosci-
ence”, Германия).

Для верификации генотипов брали несколько
образцов (по 2–3 каждого их трех генотипов) и
проводили терминирующее секвенирование по
Сэнгеру с флуоресцентно-мечеными терминато-
рами каждого SNP, с последующим капиллярным
гель-электрофорезом на генетическом анализа-
торе “ABI PRISM 3730” (“Life Technologies”). Все-
го секвенировано около 600 образцов. Расхожде-
ний в характеристиках генотипов, полученных по
результатам MALDI-TOF и путем прямого секве-
нирования, не обнаружено.

Статистическая обработка результатов. Приме-
няли стандартные методы популяционной гене-
тики и математической статистики. Неравнове-
сие по сцеплению между парами и группами мар-
керов оценивали при помощи коэффициента D',
предложенного Левонтином, и коэффициентa
корреляции Пирсона (r2) в пакете “Haploview”,
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Рис. 1. Масс-спектры мультиплексов W1 и W2 панели XSNPid в одном из образцов.
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как описано ранее [26–28], а также при помощи
точного теста с использованием цепей Маркова,
реализованного в пакете “Arlequin” [26, 29, 30].
Идентификационные характеристики системы
X-сцепленных однонуклеотидных маркеров оце-
нивали, используя стандартные для криминали-
стики и судебной медицины показатели [9, 28].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Анализ масс-спектров и генотипирование

На рис. 1 приведены примеры масс-спектров
мультиплексов W1 и W2 панели XSNPid одного из
образцов. Анализируемые молекулы распределены
по массе от 4500 до 9000 Да. При этом в 36-плексе
W1 детектируется 108 возможных продуктов – по
три молекулы на каждый SNP, включая исходный
пролонгирующий праймер, и два продукта iPLEX-
реакции, состоящие из пролонгирующего прай-
мера с присоединенным нуклеотидом, соответ-
ствующим одному из двух альтернативных алле-
лей. В мультиплексе W2, состоящем из 30 SNP,
определяется 90 возможных продуктов. Позиции
пиков масс-спектра всех возможных продуктов
показаны вертикальными прерывистыми линия-
ми. В данном образце (мужчина) успешно про-
шла амплификация и элонгация всех 66 марке-
ров, и наблюдается 36 пиков специфических про-
дуктов iPLEX-реакции (36 SNP в гемизиготном
состоянии) для мультиплекса W1 и 30 пиков
(30 SNP в гемизиготе) – для второго мультиплек-
са. При этом высота пиков для непролонгирован-

ных праймеров не превышает фоновой интенсив-
ности сигнала, что свидетельствует о высокой эф-
фективности iPLEX-реакции и о включении
большей части молекул праймеров в специфич-
ный iPLEX-продукт.

На рис. 2 представлен пример генотипирова-
ния конкретного SNP на фрагменте масс-спектра
реакции W1 в трех образцах с тремя различными
генотипами по rs1405303. Пик для аллеля С соответ-
ствует продукту iPLEX-реакции с массой 5963 Да,
пик аллеля А – продукту с массой 5988 Да. Разли-
чия в 15 Да между специфичными для аллелей мо-
лекулами позволяет легко идентифицировать ал-
лели и генотипы даже при ручном анализе масс-
спектра.

Автоматическое чтение генотипов на основе муль-
типлексного масс-спектра в пакете “MassARRAY
TYPER 4.0” опирается на определение соотноше-
ния высоты пиков продуктов iPLEX-реакции
двух аллелей. Пример кластеризации образцов в
соответствии с генотипами для rs217937 в реакции
приведен на рис. 3. В данном случае успешно
определены генотипы всех 95 образцов. Один об-
разец без пиков (аллели не найдены), находя-
щийся в нулевой точке осей координат, соответ-
ствует контрольному образцу без ДНК.

Эффективность генотипирования и оценка 
характеристик панели XSNPid

Качество разработанной панели маркеров
(чувствительность, специфичность, воспроизво-

5
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димость, точность генотипирования) оценивали,
а генотипы верифицировали – согласно реко-
мендациям Научной рабочей группы по методам
анализа ДНК (SWGDAM) для валидации новых
методов ДНК-идентификации [31], а также со-
гласно указаниям компании “Promega” по внут-
ренней валидации маркерных систем для судеб-
но-медицинских лабораторий [32].

Чувствительность панели оценивали по доле
определенных генотипов из всех возможных
(“call rate”) при различных концентрациях ДНК-
матрицы (от 20 нг до 500 пг). В случае двух из вклю-
ченных в панель SNP (rs2130835 из W1 (36-плекса) и
rs4825213 из W2 (30-плекса)) наблюдается низкое
значение “call-rate” (менее 60%), и они были ис-
ключены из дальнейшего анализа. При стандарт-
ном для нашего протокола количестве матрицы

(5 нг геномной ДНК) “call rate” для мультиплекса
W1 составляет 99.27%, для мультиплекса W2 –
97.12 всех возможных генотипов. Суммарное зна-
чение показателя “call rate” для 64 SNP составля-
ет 98.29% (определено 11323 генотипов из 11520).

Для оценки возможности использования на-
шего подхода в криминалистике, когда доступно
небольшое количество материала, мы тестирова-
ли эффективность генотипирования при различ-
ных концентрациях ДНК, меньших, чем стан-
дартная для нашего протокола. При уменьшении
количества матрицы в реакции до 1 нг значение
“call rate” падает до 89% – в случае мультиплекса
W1 и до 87% – в случае мультиплекса W2. При со-
держании ДНК в реакции 500 пг доля полученных
генотипов уменьшается до 83%. Таким образом,
максимальная чувствительность панели наблю-

Рис. 2. Фрагмент масс-спектра реакции W1 (36-плекс) для трех образцов с тремя различными генотипами по
rs1405303. Пик для аллеля С соответствует продукту iPLEX-реакции массой 5963 Да, пик аллеля А – продукту массой
5988 Да. 1 – C; 2 – CA; 3 – A.
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дается при анализе 10 нг ДНК-матрицы (по 5 нг
на каждый мультиплекс).

Специфичность тест-системы оценивали пу-
тем определения отношения интенсивности пи-
ков ПЦР-продукта к неспецифичным пикам, при
учете значения соотношения сигнала к шуму
(SNR) в 10 контрольных образцах, которое рас-
считывается для каждого пика в программном
обеспечении “MassARRAY TYPER 4.0”. Значе-
ния SNR колебались в пределах 9.1–35.9, т.е. доля
специфичного продукта составляет как минимум
90% для любого из пиков. Тем самым все пики,
соответствующие аллелям включенных в панель
SNP, определяются однозначно, и специфич-
ность панели составляет 100%.

Точность генотипирования оценивали путем
верификации генотипов прямым секвенировани-
ем (как описано в разделе “Экспериментальная
часть”); она равна 100%.

Воспроизводимость результатов оценивали по
результатам серии повторного генотипирования
10 контрольных образцов ДНК по всем маркерам,

входящим в тест-систему. Все генотипы воспро-
изводились в 100% случаев.

Анализ частот аллелей и неравновесия по сцеплению

Частоты аллелей и уровень генетического раз-
нообразия 64 исследованных SNP приведены в
табл. 1. Наименьшая частота редкого аллеля в рус-
ской популяции характерна для rs6624701 (0.194),
наибольшая – для rs5909923 и rs2504169 (0.5).
Генное разнообразие (He) варьирует от 0.31 до 0.5.
Средний для 64 SNP уровень генного разнообра-
зия составляет 0.461. Уровень генетической вари-
абельности русской популяции по исследован-
ным маркерам соответствует уровню разнообра-
зия в европеоидных популяциях (из проекта
HapMap, 0.447–0.462) и превышает таковой в
монголоидных и негроидных популяциях (0.310–
0.419). Отклонений от равновесия Харди-Вайн-
берга в распределении генотипов у женщин ни по
одному из маркеров не наблюдается.

Х-хромосомные маркеры для панели XSNPid
подбирали исходя из их равномерного распределе-
ния по хромосоме и отсутствия сцепления. Физиче-
ская дистанция между соседними маркерами варьи-
рует от 993 тыс. до 8.9 млн.п.н. (среднее расстояние
между двумя соседними SNP – 2.252 т.п.н.). Анализ
неравновесия по сцеплению в пакете “Haploview”
показал, что возможно сцепление в девяти парах
маркеров (LOD-балл > 2; D' = 0.237–0.507). Одна-
ко SNP ни в составе пар, ни в более протяженных
конфигурациях не формируют блоки неравнове-
сия по сцеплению. Все пары, показавшие возмож-
ное сцепление, состоят из маркеров, расположен-
ных в нескольких десятках миллионах пар нуклео-
тидов друг от друга, и характеризуются низкими
значениями коэффициента корреляции Пирсона
(r2 = 0.016–0.073). Точный тест на неравновесие по
сцеплению с учетом поправки Бонферрони на
множественные сравнения показывает, что лишь
одно парное сочетание маркеров (rs1351260–
rs2411976) характеризуется значимой величиной
неравновесия по сцеплению (p = 0.00000). Рас-
стояние на хромосоме между этими маркерами
составляет 43.79 млн.п.н., и физическое сцепле-
ние между ними – в отсутствие сцепления с про-
межуточными маркерами – можно исключить.
Вероятно, гаметическое неравновесие между эти-
ми двумя удаленными SNP объясняется особен-
ностями выборки. Тем не менее мы решили ис-
ключить один из входящих в пару маркеров,
rs2411976, характеризующийся меньшей частотой
минорного аллеля, из дальнейшего анализа диф-
ференцирующего потенциала панели Х-сцеплен-
ных SNP.

Рис. 3. Кластеризация образцов по генотипам в про-
грамме “MassARRAY TYPER 4.0” на примере rs217937.
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Идентификационный потенциал панели
X-сцепленных SNP

При оценке возможности использования ис-
следованной системы маркеров для ДНК-иден-
тификации определяли стандартные популяци-
онно-статистические показатели, характеризую-
щие идентификационный потенциал системы
маркеров. Важнейший из этих показателей – ве-
роятность дискриминации неродственных инди-
видов (PD, Power of Discrimination), представляю-
щая собой вероятность несовпадения генотипов у
неродственных индивидов. Из-за особенностей
передачи Х-хромосом в ряду поколений иденти-
фикационный потенциал X-хромосомных марке-
ров существенно отличается у обоих полов, поэто-
му дискриминационный потенциал рассчитывают
отдельно для женщин (PDf) и мужчин (PDm). Зна-
чения PDf и PDm приведены в табл. 1.

В целом 63 X-сцепленных SNP-маркеров в па-
нели XSNPid обладают очень высокой дискрими-
нирующей способностью по отношению к русской
популяции. Вероятность дискриминации нерод-
ственных женщин (PDf) для совокупности маркеров
составляет 0.999999999999999999999999991, а веро-
ятность несовпадения мультилокусных генотипов у
неродственных мужчин – 0.999999999999999998.
Вероятность совпадения генотипов у двух нерод-
ственных индивидов (PI, probability of identity) со-
ставляет 9 × 10–27 и 2 × 10–18 соответственно. В на-
шей предыдущей работе показано, что набор из
15 STR-локусов, включающий маркеры стандар-
тов CODIS (Combined DNA Index System) и ESS (Eu-
ropean Standard Set), также обеспечивает очень высо-
кую вероятность дискриминации неродственных ин-
дивидов (PI = 2.81 × 10–17 на той же популяции
русских г. Томска и PI = 3.04 × 10–15–1.56 × 10–17 – на
других российских популяциях) [9]. Сравнение
дискриминирующего потенциала этих двух си-
стем в одной популяции показывает, что панель

XSNPid обладает существенно более высокой
идентификационной способностью даже для
мужчин, чем стандартный набор 15 аутосомных
STR-локусов.

Сравнение информативности используемой па-
нели и ее идентификационного потенциала в миро-
вых популяциях из проекта HapMap (табл. 2) свиде-
тельствует о том, что система XSNPid характери-
зуется высокой средней гетерозиготностью в
популяциях европеоидного и монголоидного про-
исхождения и относительно низким разнообра-
зием у негроидов. Вероятность дискриминации не-
родственных индивидов в европейских и азиатских
популяциях сравнима с таковой у исследованной в
настоящей работе русской популяции. Вероятность
совпадения генотипов – в случае европейцев и ази-
атов – варьирует от 2 × 10–24 до 5.7 × 10–27 у мужчин
и от 4 × 10–16 до 1.3 × 10–18 у женщин. В то же вре-
мя в африканских популяциях вероятность сов-
падения генотипов у неродственных индивидов
существенно выше.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

До недавнего времени для ДНК-идентифика-
ции неизвестного индивида в криминалистике и
судебной медицине использовали лишь панели
микросателлитных маркеров. Официальные дей-
ствующие стандарты маркеров для ДНК-иденти-
фикации, принятые в США (CODIS) и в Европе
(ESS), состоят из 13 и 16 STR-маркеров соответ-
ственно. Эти стандарты и расширенные наборы
STR-маркеров для их генотипирования, включа-
ющие до 23 микросателлитов, обеспечивают вы-
сокую и достаточную на практике вероятность
идентификации (PI = 3–5 × 10–16 для CODIS и
ESS по данным компании “Promega”) [33]. Одна-
ко сложность генотипирования и мультиплекси-
рования STR-локусов – вкупе с развитием новых

Таблица 2. Средняя ожидаемая гетерозиготность и дискриминационный потенциал 66 маркеров панели XSNPid
в мировых популяциях

Популяция He
Вероятность совпадения 

генотипов (PI) для женщин
Вероятность совпадения 

генотипов (PI) для мужчин

Европейцы (CEU) 0.458 6.5 × 10–27 2 × 10–18

Итальянцы (TSI) 0.461 5.7× 10–27 1.3 × 10–18

Мексиканцы (MEX) 0.43 2 × 10–25 5.9 × 10–17

Японцы (JPT) 0.406 5 × 10–24 4 × 10–16

Китайцы (CHB) 0.414 2 × 10–24 2 × 10–16

Китайцы (CHD) 0.421 8 × 10–25 8 × 10–17

Индийцы (GIH) 0.445 3 × 10–26 9 × 10–18

Афроамериканцы (ASW) 0.371 3 × 10–22 2 × 10–14

Йоруба (YRI) 0.309 1.2 × 10–18 4 × 10–12
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технологий и прогрессом в описании генетической
вариабельности в геноме человека – очевидно, при-
ведут к замене STR-маркеров на более простые и
технологичные системы. Панели SNP-маркеров для
криминалистики и судебной медицины, хотя пока
не входят в официальные стандарты, активно разра-
батываются в мире. Сравнительные характеристики
некоторых панелей для ДНК-идентификации, ос-
нованные на разных технологических платформах,
приведены в табл. 3.

Первые из разработанных SNP-панелей вклю-
чали 40–50 SNP, которые также обеспечивают ве-

роятность идентификации, сравнимую со стан-
дартными STR-панелями, однако технологич-
ность их использования была несовершенной.
Например, панель из 49 SNP, предложенная ра-
нее [34, 35], использует технологию Genplex, ос-
нованную, как и фрагментный анализа STR, на
капиллярном гель-электрофорезе. Разработан-
ный ранее набор 45 несцепленных аутосомных
SNP обеспечивает вероятность идентификации
(PI) в пределах от 10–16 до 10–19, однако основан на
моноплексной амплификации с помощью TaqMan-
проб [36, 37].

Таблица 3. Сравнительные характеристики некоторых панелей для ДНК-идентификации

* Указано общее число маркеров и число маркеров для ДНК-идентификации. Некоторые панели включают также дополни-
тельные маркеры для определения пола, оценки количества ДНК и других целей.
** Не предназначена для ДНК-идентификации в криминалистике и судебной медицине. Производитель позиционирует
панель как систему для идентификации образцов ДНК в биобанках. Сокращения: aSTR – аутосомные микросателлитные
маркеры; MALDI-TOF MS – масс-спектрометрия методом матрично-активированной лазерной десорбции/ионизации с
измерением времени пролета; MPS – массовое параллельное секвенирование; SBE – удлинение на один нуклеотид (single
base extension); XSTR – X-сцепленные STR; YSTR – Y-сцепленные STR; н.д. – нет данных.

Панель Тип маркеров Число 
маркеров*

Технологическая 
платформа

Вероятность 
совпадения 

генотипов (PI)
Ссылка

CODIS aSTR 14/13 Фрагментный ана-
лиз/капиллярный 
гель-электрофорез

5.02 × 10–16  [44]

ESS aSTR 17/16 Фрагментный ана-
лиз/капиллярный 
гель-электрофорез

3.04 × 10–16  [44]

PowerPlex 16 aSTR 16/15 Фрагментный ана-
лиз/капиллярный 
гель-электрофорез

2.81 × 10–17  [9]

PowerPlex Fusion aSTR 24/23 Фрагментный ана-
лиз/капиллярный 
гель-электрофорез

6.58 × 10–29  [44]

SNPforID aSNP 52 SBE/капиллярный 
гель-электрофорез

10–17 × 10–20  [38]

Genplex 49-plex aSNP 49 Genplex/капилляр-
ный гель-электрофо-
рез

10–17 × 10–19  [35]

К. Кидд aSNP 45 TaqMan 10–16 × 10–19  [36, 37]

iPLEX Pro Sample 
ID Panel

aSNP 52/44 MALDI-TOF MS –**  [39]

HID-Ion AmpliSeq 
Identity Panel

aSNP + YSNP 124/90 MPS 1 × 10–31–1 × 10–33  [41]

ForenSeq DNA Sig-
nature Prep Kit

aSTR + YSTR + 
+ XSTR + SNP

230/94 MPS н.д.  [42]

53 XSNP XSNP 67/52 MALDI-TOF MS 6.9 × 10–16–1 × 10–19  [43]

XSNPid XSNP 66/63 MALDI-TOF MS 2 × 10–18–9 × 10–27 Настоящая 
работа
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Панель “SNPforID”, предложенная европей-
ским консорциумом “EU GROWTH”, включает
52 маркера и генотипируется в одной мультиплекс-
ной ПЦР и двух реакциях достраивания одного нук-
леотида (SBE), как и наша панель. Финальная де-
текция продуктов проводится с помощью капил-
лярного гель-электрофореза [38]. Компания
“Sequenom” на основе панели “SNPforID” разрабо-
тала панель “iPLEX Sample ID panel”, включив в
нее 47 из 52 SNP [39]. Эта панель, которая геноти-
пируется в одной многолокусной реакции, пред-
ставляет собой первый набор для идентифика-
ции, использующий технологию MALDI-TOF-
масс-спектрометрии ДНК. Панель “iPLEX Sam-
ple ID panel”, однако, предназначена для иденти-
фикации образцов в биологических банках, а не для
ДНК-идентификации в криминалистике. Потенци-
ально, она может быть применена и для идентифи-
кации образцов в криминальных случаях, но, как
показано позднее, величина “call rate” панели
резко снижается при анализе деградированных
или загрязненных образцов и при количестве
матрицы менее 10 нг [40]. В отличие от результа-
тов упомянутой работы, наши данные свидетель-
ствуют о высокой эффективности нашей панели
XSNPid при стандартном количестве ДНК в 5 нг,
а также и достаточно достоверную эффектив-
ность в случае использования существенно мень-
ших количеств ДНК (0.5–1 нг).

Появление относительно недорогих приборов,
использующих технологию массового параллель-
ного секвенирования (MPS), привело к попыт-
кам разработать панели SNP-маркеров для ДНК-
идентификации на основе MPS. Сейчас на рынке
имеется две разработки – “HID-Ion AmpliSeq
Identity Panel”, ориентированная на персональ-
ные MPS-секвенаторы компании “Life Technolo-
gies” [21, 41], и “ForenSeq DNA Signature Prep Kit”
для приборов компании “Illumina” [42]. Первая из
них состоит из 124 SNP-маркеров, включая 48 SNP
из панели “SNPforID”, 43 маркера из панели К.
Кидда и 34 Y-хромосомных SNP, позволяющих
определить принадлежность образца к Y-хромо-
сомной кладе верхнего уровня. Совокупная веро-
ятность совпадения генотипов в этой панели ва-
рьирует – для разных популяций – в пределах от
1 × 10–31 до 1 × 10–33 [39] (табл. 2).

Вторая панель, “ForenSeq DNA Signature Prep
Kit”, включает 230 разнообразных маркеров (ауто-
сомные, Y- и X-сцепленные STR, 94 SNP для иден-
тификации, SNP для определения биогеографи-
ческого происхождения и предсказания некото-
рых фенотипов).

Несмотря на существенный прогресс в разра-
ботке подходов к ДНК-идентификации и на по-
явление SNP-панелей для этих целей, ниша для
X-хромосомных систем остается свободной как
по спектру задач, которые можно решать с ее по-
мощью, так и по состоянию практических разра-

боток. Панели XSNP, создаваемые на базе тради-
ционных технологий (ПЦР в реальном времени,
капиллярный гель-электрофорез), включают не
более 25 маркеров и не достигают уровня инфор-
мативности сиcтем, основанных на STR-марке-
рах [16–18]. Наиболее близким аналогом нашей
разработки является панель из 52 XSNP-марке-
ров, предложенная китайскими авторами [43]
(табл. 2). Эта панель также основана на масс-
спектрометрии MALDI-TOF, однако она имеет
небольшую емкость мультиплексов (17–18 марке-
ров) и предполагает проведение четырех отдель-
ных мультиплексных ПЦР и четырех – iPLEX-ре-
акций. В нашей же панели большее число маркеров
собрано лишь в два мультиплекса. Примечательно,
что наша панель пересекается с упомянутой [43]
лишь по одному маркеру (rs471205). Вероятность
дискриминации неродственных индивидов при
использовании нашей панели также на несколько
порядков выше, чем при использовании китай-
ской разработки. В их панели вероятность слу-
чайного совпадения генотипов (PI) для женщин
составляет 1 × 10–19 (в нашей панели – 9 × 10–27),
а для мужчин – 6.9 × 10–16 (в нашей – 2 × 10–18).

Таким образом, представленная в настоящей
работе панель X-сцепленных однонуклеотидных
маркеров превосходит все имеющиеся аналоги
(кроме основанной на MPS панели “HID-Ion
AmpliSeq Identity Panel”) по дискриминирующей
способности при индивидуальной ДНК-иденти-
фикации у женщин, а у мужчин превышает суще-
ствующие показатели стандартных STR-систем.
Следует, однако, заметить, что порог дискрими-
нирующего потенциала, который может быть до-
стигнут при использовании маркеров стандартов
CODIS и ESS (10–16), на практике достаточен для
подавляющего большинства задач ДНК-иденти-
фикации. При сравнении с ближайшими анало-
гами наборов X-хромосомных SNP, панель XSN-
Pid – помимо более высокой дискриминирую-
щей способности – обладает также большей
емкостью мультиплексов, что делает ее более де-
шевой и требующей меньших затрат времени. Па-
нель XSNPid может оказаться универсально приме-
нимой, поскольку обеспечивает высокую дискри-
минирующую способность в анализе, по крайней
мере, основных мировых популяций европейско-
го и азиатского происхождения и может быть ис-
пользована не только в России.

Учитывая показатели чувствительности пане-
ли и потребность в относительно больших коли-
чествах ДНК для анализа, панель не может быть
рекомендована к использованию для решения
криминалистических задач (например, для ана-
лиза ДНК из экстремально малых количеств био-
логического материала с места преступления),
однако она вполне может быть применена в тех
случаях, когда биологического материала доста-
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точно (например, при массовых катастрофах,
терактах, в военных конфликтах).

Панель XSNPid может быть использована не
только для индивидуальной идентификации, но и
для сложных случаев определения родства. Высо-
кий уровень генетического разнообразия марке-
ров, входящих в панель, и технологичность ее ис-
пользования делают ее удобным инструментом
также для популяционно-генетических исследо-
ваний, пример которых будет представлен в од-
ной из наших следующих публикаций.

Работа получила финансовую поддержку Гос-
контракта № 14.604.21.0019 от 17 июня 2014 года в
рамках ФЦП “Исследования и разработки по
приоритетным направлениям развития научно-
технологического комплекса России на 2014–
2020 годы”.
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PANEL OF X-LINKED SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHIC MARKERS 
FOR DNA IDENTIFICATION (XSNPid) BASED ON MULTIPLEX GENOTYPING 

BY MULTI-LOCUS PCR AND MALDI-TOF MASS SPECTROMETRY
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X-linked genetic markers in humans are used in population genetics, medical genetics and in forensic DNA
identification. XSNPid panel, consisted of 66 highly polymorphic unlinked X-chromosomal markers, and
protocol of its genotyping by multi-locus PCR and MALDI-TOF mass spectrometry have been developed.
XSNPid panel is genotyped in two multiplexes (36 and 30 markers in each). Genotyping protocol developed
in the current study provides effective genotypes reading. Average call rate was 98.29%. High level of gene di-
versity (0.461) for X-linked SNPs included into the panel was revealed in a Russian population. 63 out of
66 SNPs, demonstrated high genotypic efficiency and independent inheritance, are suitable for DNA iden-
tification purposes. XSNPid panel shows very high discriminating power in a Russian population. Probability
of genotypes identity in two random unrelated individuals is 9 × 10–27 in females and 2 × 10–18 in males.
Comparing to closest XSNP analogues, XSNPid panel besides higher discriminating power is also character-
ized by higher multiplexing capacity, being therefore more effective and less time-consuming. XSNPid panel
in addition to individual DNA identification purposes can be a useful tool for population genetic studies.

Keywords: single nucleotide polymorphisms (SNPs), X-chromosome, MALDI-TOF mass-spectrometry,
multiplex genotyping, DNA identification, population genetics, genetic diversity, human population.



<<
  /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 [612.000 792.000]
>> setpagedevice


