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	Introduction

An official recovery and forensic anthropological investigation was conducted on the nine skeletons disinterred from the mass grave. DNA testing of the remains recovered in 1991 was conducted by Dr. Peter Gill, formerly of the Forensic Science Service (FSS) and Dr. Pavel Ivanov, a Russian geneticist [3]. Nuclear DNA testing of five STR markers confirmed the sex of the skeletons and established a familial relationship among the remains of the Tsar, the Tsarina and three of their daughters recovered from the grave. Previous mtDNA testing (outlined in Figure S1) confirmed a maternal relationship between HRH Prince Philip, the Duke of Edinburgh, the Tsarina, and her three daughters. The Duke of Fife and Princess Xenia Cheremeteff Sfiri, maternal relatives of Nicholas were used to reassociate the putative remains of the Tsar. A single point heteroplasmy at position 16169 (C/T = “Y”) was observed in the mtDNA sequence of the Tsar, whereas his maternal relatives were fixed for 16169 T. To confirm the authenticity of the heteroplasmy, DNA testing conducted at the Armed Forces DNA Identification Laboratory (AFDIL) compared the mtDNA haplotype from the remains of Grand Duke Georgij Romanov (d. 1899), brother of Tsar Nicholas II [4]. Both Tsar Nicholas II and Grand Duke Georgij Romanov shared the same point heteroplasmy at 16169 – but in differing ratios. The Tsar was mostly C/t while his brother was mostly T/c.

In late 2007, the Russian government invited a team of scientists to conduct independent DNA testing of the remains from the second grave. We present the results from mtDNA, autosomal STR and Y-STR testing of these remains at two independent laboratories highly specialized in ancient DNA (aDNA) studies: the Armed Forces DNA Identification Laboratory (AFDIL, Rockville, Maryland, USA) and the Institute for Legal Medicine (GMI, Innsbruck, Austria). We also present the results of a new analysis of the remains from the first mass grave attributed to Tsar Nicholas II, his wife Alexandra, Olga, Tatiana and a third daughter who could be either Anastasia or Maria. The DNA analysis of all three genetic systems confirms that the samples tested from the second grave are one female and one male child of Tsar Nicholas II and Tsarina Alexandra, solving the mystery of the missing Romanov children.

Results

Quantification

DNA quantification gave values greater than 4000 mitochondrial genome equivalent per microliter (mtGEs/µl) for the 143 bp mtDNA target except for bone sample 4.44 which contained less than 100 mtGEs/µl and bone sample 5.21 which contained 2923 mtGEs/µl (details in Table S1). No indication of the presence of PCR inhibitors was observed. Quantification of nuclear DNA produced concentrations between 11 and 615 pg/µl for all samples. No detectable quantification results were observed in any reagent blank control for either the mtDNA or the nuclear DNA targets.

Mitochondrial DNA Testing

We first analyzed the remains discovered in 2007 (Table 1). We obtained full control region profiles [16024-576] for three samples (144.1, 146.1 and 147). Sequences of all three samples between 16024 and 576 were confirmed by three independent teams to be: 16111T, 16357C, 16519C, 263G, 315.1C, 524.1A and 524.2C. The common 16519 C variant and an AC doublet insertion in the HVIII AC repeat region are newly characterized variants outside of HVI/HVII for these samples compared to the original mtDNA testing [3] where these regions were not sequenced. For samples 140, 141, 143 and 145, we analyzed HVI [16024-16391] and HVII [35-369]. Samples sequenced for HVI and HVII were confirmed for 16111T, 16357C, 263G, and 315.1C. Two samples (139 and 142) failed to yield reproducible data.

Second, full control region [16024-576] profiles were generated from the remains of the Tsarina and three of her daughters recovered originally from the first grave (Table 2). Successful amplifications were obtained for all skeletal elements, with amplicons as large as 444 bp (GMI) or 440 bp (AFDIL). Sequences from all individuals confirmed previously published results in HVI and HVII and matched the sequence haplotype obtained with the recently discovered skeletal remains [3].

To assess the frequency of this sequence, we first focused on the German database (n = 513 samples) within the EDNAP mtDNA Population Database (EMPOP; [6]) since Tsarina Alexandra was a German princess. We found no exact matches either in the German database or within the 3,340 West Eurasia sequences in EMPOP. Finally, we searched the Tsarina's haplotype using a global mtDNA database of 23,627 individuals (4,839 individuals in the US SWGDAM mtDNA database and 18,788 individuals from an internal AFDIL Research Section database as of 01/16/09) and found no match making this haplotype a rare sequence.

The sequence of the full control region [16024-576] was also determined from the remains of Tsar Nicholas II (a tooth from skeleton #4) and matched the published data of HVI and HVII from Gill et al. [3] and Ivanov et al. [4]: 16126C, 16169Y, 16294T, 16296T, 16519C, 73G, 263G, 315.1C with the transition at position 16519 newly characterized in the control region. The point heteroplasmy at position 16169 was present with C being the major component over T (Figure 1).

To assess the frequency of the haplotype from the Tsar, we first focused on the Denmark database (n = 209 samples) within the EMPOP database since the Tsar's mother was a Danish princess. We found no exact matches in the Danish database. Among the 3,340 West Eurasian sequences in EMPOP, 3 sequences matched (0.09%) when 16169C (matching the rCRS) was considered. A search of the AFDIL+SWGDAM mtDNA database revealed 19 matches (19/23,627 = 0.08%) to the Tsar's haplotype when 16169C was considered. No matches to the Tsar's haplotype+16169T were observed. The relative frequency of the Tsar's mtDNA haplotype was considered to be rare.

Autosomal STR Testing

The best preserved fragments were identified by an anthropological inspection and two compact bone fragments, each coming from a femoral bone (146.1 and 147), were selected for nuclear STR testing. An anthropologist (ABF) determined that fragment 147 likely belonged to a female based on the general size and shape of the femoral head and angulations of the femoral neck.

The STR results for samples 146.1 and 147 are shown in Table 3. Each allele was replicated at least seven times by both laboratories. The results of the sex-typing marker amelogenin revealed that sample 146.1 was from a male and confirmed that sample 147 was from a female (Figures S2 and S3). We found no evidence of contamination among our STR profiles. In fact, of the 1458 alleles amplified above our reporting threshold at AFDIL (100 RFUs for heterozygote alleles and 200 RFUs for homozygous alleles) among all autosomal and Y-STRs, only 6 alleles (0.4%) would be considered as spurious or drop-in artifacts. Half of these spurious alleles occurred at stutter positions of the authentic allele – indicating that they were most likely generated by preferential amplification during the early rounds of PCR.

The STR analysis revealed the presence of two separate individuals and a very high degree of allele sharing was noted among the two profiles, suggesting that the individuals were closely related. The Sibship Index (SI) was calculated by determining the likelihood ratio (LR) of the hypothesis (H1) that samples 146.1 and 147 are siblings compared to the alternative hypothesis that these samples belong to two unrelated individuals (H2). The SI was determined to be 5.6 million in favor of H1. In other words, the DNA evidence is 5.6 million times more likely if samples 146.1 and 147 were siblings rather than if these samples were from two unrelated individuals.

To confirm that these two siblings were also related to the Romanov remains recovered from the first mass grave, we conducted STR testing on skeletal elements representing the other five members of the royal family (Table 2). The results are shown in Table 3. The profiles for vWA matched the data published by Gill et al. [3] from the quadruplex markers tested [7]. For the TH01 locus, we obtained alleles 7 and 9.3 for the Tsar, identified as a 7/10 genotype from Gill et al. [3]. Similarly, for one of the daughters, the TH01 genotype was previously 8/10 and is now 8/9.3. In the Gill et al. publication [3], it was the practice at the time to combine the 9.3 and 10 alleles for TH01 and to use the ‘10’ designation as the standard nomenclature for both. The DNA Commission of the International Society for Forensic Haemogenetics (ISFH) later recommended the use of “9.3” to describe the microvariant allele in TH01 [8]. After the year 2000, the 9.3 allele designation at TH01 was utilized for all profiles sent to the UK national DNA database. This minor (historical) difference in the nomenclature has no effect on our comparisons. All of the genotypes at vWA and TH01 were fully concordant among the skeletons from the first grave.

All of the additional microsatellites tested in this study confirmed the parental relationship between the skeletal remains of Tsar Nicholas II and Alexandra and the other remains tested in this study. All of the alleles from three daughters from the first grave can be explained by half-allele sharing with the profiles from Nicholas and Alexandra. Importantly, the two skeletal remains from the newly discovered grave show the same half allele sharing genotypes with both Nicholas and Alexandra as putative parents. When we calculated the LR of the hypothesis (H1) that samples 146.1 and 147 are the children of Tsar Nicholas II and Tsarina Alexandra (and siblings of the three princesses from grave one) compared to the alternative hypothesis that these samples are individuals completely unrelated to the Romanov family (H2), we found that the DNA evidence is 4.36 trillion times more likely if sample 147 is a daughter of Tsar Nicholas II and Tsarina Alexandra, and over 80 trillion times more likely if sample 146.1 is a son of Tsar Nicholas II and Tsarina Alexandra than if these samples were from two unrelated individuals.

Y-STR Testing

Finally, to compare the profile of the Tsar and his son to a paternally living descendant of the Romanov family, we conducted Y-STR testing on the skeletal material. We first generated a 17 Y-STR loci profile from sample 146.1 and then from a tooth of the Tsar. Finally, in a separate laboratory, we generated the profile of Prince Andrew Andreevich Romanov, a distantly related cousin of Tsar Nicholas II (Figure 2). An example of four of the markers is shown in Figure 3. We observed an exact match between all three men over all 17 markers (Table 4). To determine the significance of this match, we searched the Y-STR haplotype against a database of 4,163 individuals (http://usystrdatabase.org/) and found no match. A search of the YHRD database (http://www.yhrd.org) was conducted and no match was observed between the 17 locus profile and the 10,243 haplotypes including at least 2,068 individuals from the Eurasian Metapopulation.

Discussion

The true fate of the Romanov family was unknown to all except for a handful of people for nearly 70 years. Gill et al. [3] conducted the original DNA testing after the preliminary anthropological investigations from the first grave.

The veracity of the results were later challenged by Knight et al. [9] who doubted the authenticity of sequences generated from the nested PCR strategy. Knight argued that the amplicon sizes were unusually long, and therefore the results were unreliable. Hofreiter et al. [10] and Gill and Hagelberg [11] have offered a rebuttal to the opinions made by Knight et al. [9]. However, Knight et al. [12] insisted: “To the contrary, only a 221-bp amplicon could be produced (possibly from endogenous degraded DNA template), but not a 400-bp nested product…. [the] results in (Gill et al.) are not plausible”. It is generally our experience that highly degraded mtDNA templates are often only amplified with 270 bp amplicons or less. However, given this unique opportunity to re-test the exact material originally evaluated by Gill et al. [3], we were successfully able to amplify 444 bp and 440 bp fragments using a classic aDNA amplification strategy (increased cycle number, additional BSA, and additional polymerase), see Figure 4. Not only was it possible to amplify up to 444 bp of mtDNA, we also successfully amplified a number of high molecular weight alleles from the nuclear STRs tested (under ∼375 bp for autosomal markers and under ∼335 bp for the Y-chromosomal markers). It is very likely that the extremely cold climate in Yekaterinburg, where the ground is typically frozen from September until April, provided an ideal environment to preserve the remains.

Another issue which generated doubt about the early DNA testing was the point heteroplasmy at np 16169 in the mtDNA sequence of the Tsar. At the time this was a contentious finding. In the early to mid-1990s, point heteroplasmy was believed to be an extremely rare phenomenon and was not easily explained as the presence of two different mtDNA haplotypes within an individual. Independent testing of samples was extremely important to provide the necessary confidence that the results were valid. The mtDNA results from the alleged Tsar were thus independently confirmed in the laboratory of Erika Hagelberg at Cambridge University, a co-author on the 1994 publication [3]. In addition, the 16169 T/C point heteroplasmy was confirmed by AFDIL in bone samples from Tsar Nicholas II and his brother, Grand Duke Georgij [4]. Finally the heteroplasmy was detected and confirmed once again in this study by both AFDIL and GMI (Figure 1).

Today, the existence of heteroplasmy is understood to be relatively common, although occurrence at the specific 16169 position is itself rare [13]. Among our internal AFDIL mtDNA database of 18,788 haplotypes, we have observed three instances (0.016%) of point heteroplasmy at np 16169. Only one sample of Western European ancestry shares the same haplogroup T* as the Tsar, but differs from Nicholas at seven nucleotides within the control region. Consequently, multiple observations of this rare heteroplasmic event can be considered to be a very powerful indicator of relatedness.

Two questions posed by Gilbert et al. [14] to assess the results of an aDNA study is for the researcher, reader, and reviewer to ask the questions, “What information is presented here that makes the results and/or conclusions believable?” and “Is there any reason to not believe this?” We used a three-pronged DNA marker system to develop our results.

The mtDNA results alone can be considered conclusive. The new samples matched exactly the mtDNA data of Tsarina Alexandra (and the HVI and HVII data of a living relative, HRH Prince Philip), indicating that these samples were maternally related to her. If one includes the anthropological information about these samples: specifically that one of the samples recovered from the second grave was most likely the femur of a young woman (sample 147), we can conclude that these samples were from the missing children of the Tsarina since the femora from the Tsarina and her three other children were recovered and accounted for in the first grave.

Autosomal STR genotypes were developed to form a family pedigree of the Romanov family. The DNA profiles of the two samples from the second grave fit perfectly into the family tree of the Tsar and Tsarina with all of the alleles of the two samples explained by Mendelian inheritance.

A 17-marker Y-STR haplotype from the remains of Tsar Nicholas II matched exactly to the Y-STR haplotype from femur of the male sample (sample 146.1) found in the second grave. The same 17-marker haplotype was also observed to match a living Romanov relative.

After examining mitochondrial sequences, autosomal STR and Y-STR profiles all linking the remains to living relatives of the Romanov, we also compared our STR results from Tsar Nicholas II with a profile developed by the Sverdlovsk Regional Forensic Bureau (Yekaterinburg) from a blood stain on a shirt worn by Nicholas when he was a young man. On April 29, 1891 while touring the city of Otsu, Japan the Tsarevich Nicholas Romanov was attacked by a Japanese policeman during an attempted assassination [15]. Nicholas sustained two blows to the side of his head from a saber used by the attacker before the assailant was subdued. Fortunately, Nicholas survived the attack and the bloody shirt he wore that day was returned to Russia as a relic of the attack. Eventually, the shirt was placed in storage at the Hermitage Museum in St. Petersburg. In the summer of 2008, the Sverdlovsk Regional Forensic Bureau took three samples from blood stains on the shirt. One of the samples gave full autosomal and Y-STR profiles [16]. The other two samples gave partial DNA profiles for both autosomal and Y-STRs, with all of the alleles in the partial profile shared with the alleles from the full profile. We compared our DNA profiles from the tooth of Nicholas II to the blood stain profile and found complete concordance at all loci. For the first time, there is now a link between the ante-mortem evidence DNA profile from Nicholas II to the post-mortem skeletal remains from the first grave.

Taken together, all of the results and conclusions agree with the hypothesis that the samples recovered from grave two are the missing children of Tsar Nicholas II and Tsarina Alexandra. It should be mentioned that a well publicized debate [2] over which daughter, Maria (according to Russian experts) or Anastasia (according to US experts), has been recovered from the second grave cannot be settled based upon the DNA results reported here. In the absence of a DNA reference from each sister, we can only conclusively identify Alexei – the only son of Nicholas and Alexandra.

For nearly ninety years the fate of the Romanov family was shrouded in mystery. It wasn't until several years after the execution of the family that the Soviet government acknowledged the death of all of the Romanovs. Speculation grew that some of the family escaped the executioners and found their way out of Russia. The most famous claimant was Anna Anderson, a Polish peasant who convinced many that she was Anastasia [2]. With the discovery of the first grave, and subsequent DNA testing, Anna Anderson was exposed as an imposter [17]. In fact, since 1918 over 200 people have claimed to be one of the five Romanov children (http://www.romanov-memorial.com/pretenders.htm). Here we are able to give a full account of all of the Romanov family and can conclude that none of the family survived the execution in the early morning hours of July 17, 1918.

Methods

DNA extractions and analysis were performed by three independent teams, all specialized in aDNA studies and working in adequate facilities. Specialists from the mitochondrial casework section of the AFDIL (MJW, SME, KM) worked in an American Society of Crime Lab Directors (ASCLD) accredited laboratory and focused on mitochondrial DNA analysis, following their standard operating protocols. One specialist from the research section (OML) used a separate laboratory devoted to aDNA studies and focused on STR analysis. Finally, the GMI team (HN, CB, BB) used an ISO 17025 accredited laboratory to replicate mtDNA and STR analysis. In all laboratories, precautions to monitor contamination by using controls throughout the process and isolation of pre-and post PCR areas were observed at all times. Material and equipment were cleaned using a 10% bleach solution and UV irradiated at 254 nm in a cross-linker for 10 to 45 minutes.

Experiments performed in all three laboratories were witnessed by two Russian scientists from the Sverdlovsk Regional Forensic Bureau Laboratory (Yekaterinburg): Tamara Tsitovich and Natalia Bandurenko at AFDIL; and Elena Trynova and Elena Vylegzhanina at GMI.

Preparation of the samples

At the AFDIL, all the samples were first extensively sanded with an aluminum oxide sanding stone attached to a dremel tool (Dremel, Racine, WI), sonicated in DNA free water and absolute ethanol then placed in a sterilized fume hood to air-dry overnight. The next day, the samples were powdered with a cleaned, DNA-free stainless steel Waring MC2 blender cup (Waring, Torrington, CT).

At the GMI, sample pre-treatment comprised extensive mechanical cleaning of the surface of the bones and teeth with UV-irradiated sandpaper and/or sterile scalpel blades, followed by a 20 min soak in sodium hypochlorite solution (≥4% active chlorine), and one washing step each in sterile water and absolute ethanol. The cleaned samples were dried in a laminar flow hood under a constant air-stream over night and a final 15 min UV-irradiation step was applied. The dried samples were powdered by means of a sterile dental drill.

DNA extractions

The GMI group and the mtDNA casework section extracted the DNA according to Loreille et al. [18] but the GMI team added a final purification step using the QIAquick PCR purification kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer's instructions. The AFDIL research scientist used a slightly modified protocol that avoids organic extraction [19]. Between 100 and 400 mg of fine bone powder as well as a “reagent blank” were incubated and gently shaken in 3 ml of extraction buffer (EDTA 0.5 M, 0.5% lauryl-sarcosinate) and 100 µl of proteinase K (20 mg/ml) overnight at 56°C. The tubes were centrifuged for 3 minutes at 4000 g, the extraction buffer transferred into a Centricon 30 (Millipore Corp., Bedford, MA) and then concentrated until the volume had decreased to 100 ul. The solution was transferred into a clean tube and purified using the MinElute PCR Purification Kit (Qiagen, Valencia, CA). The final volume varied between 25 µl and 100 µl.

DNA quantification

The mitochondrial DNA content of each sample tested at the GMI was determined by quantitative real-time PCR following the protocol detailed in Niederstätter et al. [20]. Nuclear DNA was quantified using the human-specific AluYb8 assay described in Walker et al. [21], including an internal amplification positive control to test for the presence of PCR inhibitors in the DNA extracts.

Mitochondrial DNA analysis

At the GMI, five overlapping “midi”-amplicons ranging from 282 to 444 bp [22] in two multiplex PCR assays and carefully selected “mini”-amplicons [23] were amplified and sequenced with the PCR primers to generate a consensus sequence displaying full double-strand sequence coverage of the mtDNA control region. Sequencing was performed according to Berger and Parson [22] and Eichmann and Parson [23].

The AFDIL casework group amplified mtDNA using a redundant amplification strategy described in Edson et al. [24]. Hypervariable Regions one (HVI), two (HVII), and three (HVIII) as well as mini-variable region one (MVR1) were amplified for each sample as template availability and quality allowed. The size of the amplicons varied from 126 to 440 bp. All post-PCR products, including controls, were purified using ExoSAP-IT™ (USB Co., Cleveland, OH) and the purified templates were sequenced with the Big Dye Terminator Cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Sequencing products were purified using Performa® DTR Ultra 96-well plates (Edge BioSystems, Gaithersburg, MD) and dried down in an evaporator/concentrator centrifuge. Formamide/EDTA (3∶1) was used to rehydrate the product prior to loading on an Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer. The multiple sequences were aligned and compiled using the Sequencher software v4.7 (GeneCodes, Ann Arbor, Michigan). Differences from the revised Cambridge Reference Sequence [25], [26] were determined and used for mtDNA database searches.

Autosomal and Y-STR analysis

STR testing was conducted with several standard commercially available kits. The GMI and the AFDIL both used the AmpFlSTR Identifiler, AmpFlSTR MiniFiler, and AmpFlSTR Yfiler PCR amplification kits (Applied Biosystems). For the analysis of bone sample 147, GMI also used the AmpFlSTR SEFiler amplification kit (Applied Biosystems). The GMI followed the protocols recommended by the manufacturer and also tested AmpFlSTR Identifiler and AmpFlSTR Yfiler using 34 cycles. The AFDIL used a low copy number approach [27] with the AmpFlSTR Identifiler and AmpFlSTR Yfiler PCR amplification kits and used twice the recommended AmpliTaq concentration and six additional PCR cycles [18], [28]. PCR amplification with the AmpFlSTR MiniFiler kit at AFDIL was performed according to the manufacturer's protocol. When necessary, both AFDIL and GMI used markers from an in-house miniSTR assay [29], [30]. All STR and Y-STR amplification products were analyzed on either a 3100 or a 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Analysis of the data was performed using GeneScan software v3.7 and Genotyper v3.7NT or Genemapper® v3.2. Fragment sizing was performed by means of an internal size standard (GeneScan-500 LIZ) and the amplicons were compared with the provided allelic ladder (AmpFlSTR Identifiler, AmpFlSTR MiniFiler and AmpFlSTR Yfiler allelic ladders) for unambiguous allele designation.

Data Analysis and Statistical Calculations

To preserve the independence of the testing performed at each laboratory; no data was transferred to either laboratory during the testing period. Once the testing was completed at AFDIL and the GMI, electropherograms of the data and tabulated results were sent to an independent scientist (PG) for confirmation and concordance of the data.

We evaluated the weight of the autosomal STR evidence using a likelihood ratio (LR) where two competing hypotheses are evaluated:
LR = Pr(E | н1)
         Pr (E | H2)
The likelihood approach above evaluates two competing scenarios. In the numerator, we evaluate the probability (Pr) of the DNA Evidence (E) given the hypothesis (H1) that the remains belong to the missing children of the Romanovs. In the denominator of the LR, we evaluate the probability of the DNA evidence given the alternative (null) hypothesis (H2) that these remains were not from the missing Romanov children, but were derived from two randomly sampled, unrelated individuals. The LR for autosomal STRs was calculated using the software program DNAView™ (Charles Brenner, Oakland, CA) through a customized interface developed for AFDIL called LISA (Laboratory Information Systems Application, FTI Inc., Fairfax, VA).


	Введение
Официальное повторное извлечение и судебно-медицинская экспертиза была проведены на девяти скелетных останках. ДНК-анализ останков, извлеченных в 1991 году, был сделан доктором Питером Гиллом (Dr. Peter Gill), экспертом криминалистической лаборатории США (FSS), и доктором Павлом Ивановым, российским генетиком [3]. Анализ ядерной ДНК пяти STR маркеров подтвердил пол скелетов и установил семейные связи между останками Царя, Царицы и трех их дочерей, эксгумированных из могилы. Предыдущий анализ мтДНК (митохондриальной ДНК) подтвердил материнскую линию между Его Королевским Высочеством принцем Филиппом, герцогом Эдинбургским, Царицей и тремя ее дочерьми. Герцог Файф и принцесса Ксения Шереметьева (Сфири), родственники по материнской линии Николая II, сравнивались в анализе повторного сопоставления с предполагаемыми останками Царя. Точка гетероплазмии в позиции 16169 (C/T=«Y») наблюдалась в последовательности мтДНК Царя, тогда как у его родственников по материнской линии фиксировалось 16169 T. Чтобы подтвердить аутентичность гетероплазмии, анализ ДНК, проведенный в лаборатории Armed Forces DNA Identification Laboratory (AFDIL) сравнивал гаплотип мтДНК с останками Великого князя Георгия Романова (год смерти 1899), брата царя Николая II [4]. И царь Николай II, и Великий князь Георгий Романов имели одну и  ту же гетероплазмию в позиции 16169,  но в разных отношениях. У Царя, главным образом было C/t, а у его брата, в основном, T/c.

В конце 2007 года российское правительство пригласило группу ученых провести независимое ДНК исследование останков изъятых из второй могилы. Мы представляем результаты исследований мтДНК, аутосомного STR и Y-STR анализов этих останков, проведенных в двух независимых лабораториях, специализирующихся на исследованиях древней ДНК (aDNA): Armed Forces DNA Identification Laboratory (AFDIL, Rockville, Maryland, США) и Institute for Legal Medicine (GMI, Инсбрук, Австрия). Мы также представляем результаты нового анализа останков из первого массового захоронения, ассоциируемых с Царем Николаем II, его супругой Царицей Александрой, Великими княжнами Ольгой, Татьяной и третьей Великой княжной, которой могла быть Анастасия или Мария. Анализ ДНК всех трех генетических систем подтверждает, что образцы из второго захоронения, принадлежат одному ребенку мужского пола и одному ребенку женского пола, детям Царя Николая II и Царицы Александры, и тем самым раскрывает тайну ненайденных детей Романовых.

Результаты

Количественный анализ

Количественный анализ ДНК в объеме более 4000 митохондриальных геномов в микролитре (mtGEs/pl) для конкретной цифры 143 пар оснований (bp) принималась для образца 4.44 обычно менее 100 mtGEs/pl и образец кости 5.21 стандартно 2923 mtGEs/pl (детали в таблице 3). Наличие ингибиторов ПЦР реакции не наблюдалось. Количество ядерной ДНК для всех образцов получилось между 11 и 615 pg/pl. В отрицательных контролях Мт ДНК или ядерной ДНК не обнаружено какое-либо количество ДНК.

Исследование митохондриальной ДНК
Сначала мы анализировали останки, обнаруженные в 2007 году (Таблица 1). Мы получили полный профиль контрольного региона [16024-576] в трех образцах (144.1, 146.1 и 147). Сиквенирование всех трех образцов между 16024 и 576 было подтверждено тремя независимыми группами: 16111T, 16357C, 16519C, 263G, 315.1C, 524.1A and 524.2C. Обычная вариативность 16519 C и вставка AC дублета в регион повторов HVIII AC вновь характеризующийся внешний вариант HVI/HVII для этих образцов, сравнивался с оригинальной мтДНК [3], где эти регионы не были секвенированы. Для образцов 140, 141, 143 и 145, мы анализировали HVI [16024-16391] и HVII [35-369]. Секвенированные образцы для HVI и HVII были подтверждены для 16111T, 16357C, 263G и 315.1C. Из двух образцов (139 and 142) не получено данных.

Затем мы воспроизвели полные профили [16024-576] из останков Царицы и трех ее дочерей из первого захоронения. Были получены успешные амплификации всех костных фрагментов, с  ампликонами размером 444 bp (в лаборатории GMI) или 440 bp (в лаборатории AFDIL). Сиквенсы всех индивидуумов подтвердили ранее опубликованные результаты в HVI и HVII и совпадали с гаплотипом последовательности, полученной из недавно обнаруженных скелетных останков [3].
Чтобы оценить частоту этой последовательности, мы сначала проверили немецкую базу (n=513 образцоы) в EDNAP mtDNA (митохондриальная ДНК в Европейской группе профилирования ДНК) Базы Популяции (EMPOP; [6]), так как Царица Александра была немецкой принцессой. Мы не нашли никаких точных совпадений последовательности ни в немецкой базе ни в 3 340 образцах группе Западной Евразии в EMPOP. Наконец, мы нашли гаплотип Царицы в глобальной базе mtDNA, содержащей 23 627 образцов генома людей (4 839 человек в американской базе данных SWGDAM mtDNA и 18 788 человек во внутренней базе Департамента Исследований AFDIL на 02/26/09), но не нашли ни одного совпадения, то есть данный гаплотип редкий. 
Последовательность полного контрольного региона [16024-576] была определена останков Царя Николая II (зуб от скелета #4) и соответствовала опубликованным данным HVI и HVII от Gill и др. [3] и Иванова и др. [4]: 16126C, 16169Y, 16294T, 16296T, 16519C, 73G, 263G, 315.1C с гетероплазмией в позиции 16519, характерной в полученном  контрольном регионе. Гетероплазмия в позиции 16169 была представлена С/Т. (Рисунок 2).
Чтобы оценивать частоту гаплотипа Царя, мы сначала проверили базу данных Дании (n=209 образцов) внутри базы EMPOP, так как мать Царя была датской принцессой. Мы не нашли никаких точных совпадений последовательности в датской базе. Среди 3 340 восточно-европейских последовательностей в базе EMPOP обнаружилось 3 совпадающих (0,09%), в позиции 16169C (совпадение rCRS). Совокупный поиск в базах AFDIL + SWGDAM mtDNA дал 19 совпадений (19/23,627 = 0.08 %) гаплотипа Царя, в позиции 16169C. Никакие совпадения с гаплотипом Царя + 16169T не были найдены. Частотность mtDNA гаплотипа Царя рассматривается как редко встречающаяся.

Анализ аутосомных STR локусов
Наиболее сохранившиеся костные фрагменты были идентифицированы при антропологическом исследовании и взяты два костных фрагмента от бедренной кости (146.1 and 147) для исследования ядерной ДНК., Основываясь на размере, форме головки бедренной кости и угла шейки антрополог (Энтони Фалсетти) пришел к выводу, что фрагмент 147 вероятно принадлежал женщине.

Результаты для образцов 146.1 и 147 показаны в таблице 3. Каждая аллель была реплицирована не менее семи раз в каждой из лабораторий. Результаты локуса амелогенин показали, что образец 146.1 принадлежит мужчине и подтвердили, что образец 147 - женщине (иллюстрации S2 и S3). Мы не нашли никакой контаминации среди полученных профилей STR. Фактически, среди 1458 аллелей амплифицированных выше порога регистрации примесей (чувствительности) в лаборатории AFDIL (100 RFUs для аллелей гетерозигот и 200 RFUs для аллелей гомозигот) среди всех аутосомных и Y-STR локусов только 6 аллелей (0.4 %) рассматривались как ложные или артефакты (возникающие при экспериментальном воздействии). Половина этих ложных аллелей встречается в статтерных позициях аутентичной аллели - указывая, что, скорее всего, они были сгенерированы преимущественной амплификацией на ранних циклах ПЦР.

STR анализ показал двух разных людей, но в их профилях была отмечена очень высокая степень одинаковых аллелей, подтверждая, что люди были близкими родственниками. Вероятность родства сибсов (SI) была вычислена определением степени вероятности (LR) гипотезы (H1), доказывающей, что образцы 146.1 и 147 являются родственниками по сравнению с альтернативной гипотезой, утверждающей, что эти образцы принадлежат двум неродственным людям (H2). Индекс сибсов (СИ) был получен 5.6 миллионов в пользу гипотезы H1. Другими словами, очевидность того, что ДНК в образцах 146.1 и 147 принадлежит родственникам в 5.6 миллионов раз более вероятна, чем эти образцы произошли от двух людей, не состоящих в родственной связи. 
Чтобы подтвердить, что эти двое являлись детьми одних родителей и находились в родственных отношениях с Романовыми, чьи останки были извлечены из первого массового захоронения, мы провели STR-анализ предоставленных скелетных фрагментов других пяти членов царской семьи (Таблица 2). Результаты показаны в таблице 3. Профили для локуса vWA совпали с данными, опубликованным Gill P. с соавторами [3], протестированными квадруплексными маркерами [7]. В локусе TH01 мы получили аллели 7 и 9.3 у Царя, идентифицированные как генотип 7/10 у Gill P. с соавторами [1]. Так же и у одной из дочерей генотип TH01 был ранее определен как 8/10, а сейчас как 8/9.3. Во времена публикации Gill Р. с соавторами [3] существовала практика объединять аллели 9.3 и 10 в локусе TH01 и использовать обозначение ‘10’ как стандартную номенклатуру для обоих аллелей. Позже ДНК-комиссия Международного общества Судебно-Медицинских Гемогенетиков (ISFH) рекомендовала использовать обозначение 9.3 для описания микроварианта аллеля в локусе TH01 [8]. После 2000 года аллель 9.3 в локусе TH01 стала использоваться во всех профилях вносимых в национальную базу данных ДНК Великобритании. Это незначительное (историческое) различие в номенклатуре не оказывает влияния на наши сравнения. Все генотипы в локусах vWA и TH01 были полностью конкордны останкам из первого захоронения.

Все дополнительные микросателлиты проанализированные в этом исследовании подтвердили родительскую связь между останками скелетов Царя Николая II, Царицы  Александры и другими останками, исследованными здесь. Все аллели трех дочерей из первого захоронения могут быть объяснены сочетанием половины аллелей из профиля Николая и половины аллелей из профиля Александры. Важно и то, что скелетные останки из второго захоронения показали те же самые половины аллелей распределенные из генотипов Николая и Александры как предполагаемых родителей. Когда мы рассчитали степень вероятности (LR) гипотезы (H1) что образцы 146.1 и 147 являются детьми Царя Николая II и Царицы Александры (и сибсами трех принцесс из первого захоронения) в сравнении с альтернативной гипотезой, что эти образцы являются останками людей совершенно посторонних семье Романовых (H2), то получили, что данные, что образец 147 является дочерью царя Николая II и царицы Александры в 4.36 триллионов раз больше, а образец 146.1 является сыном Царя Николая II и Царицы Александры - более чем в 80 триллионов раз больше, чем вероятность того, что эти образцы принадлежат 2-м людям, не состоящим в родственной связи с семьёй Романовых.

Y-STR Testing
В заключении чтобы сравнить профили Царя и его сына с ныне живущими потомками по отцовской линии наследования семьи Романовых, мы проводили исследование Y-STR на скелетном материале. Сначала мы получили 17- локусный Y-STR-профиль из образца 146.1 и затем из зуба Царя. Наконец в независимой лаборатории мы получили профиль принца Андрея Андреевича Романова - дальнего родственника царя Николая II (Рисунок 2). Пример четырех маркеров показан на рисунке 3. Мы отметили точное совпадение между всеми тремя мужчинами по всем 17 маркерам (Таблица 4). Чтобы оценить значимость этого совпадения, мы проанализировали Y-STR-гаплотип в базе, содержащей 4,163 гаплотипов индивидуумов (http://usystrdatabase.org/) и не нашли ни одного совпадения. Кроме этого, был проведен поиск в базе данных YHRD (http://www.yhrd.org) и совпадающего гаплотипа не найдено среди 17-локусных профилей и 10,243 гаплотипов включающих как минимум 2,068 индивидуумов из Евразийской метапопуляции.

Discussion
Подлинная судьба семьи Романовых была неизвестна для всех, за исключением небольшой группы людей, почти 70 лет. Доктор Gill и соавторы [3] провели первое ДНК-исследование после предварительных антропологических исследований первого захоронения. 
Позже достоверность результатов была подвергнута сомнениям Knight с соавторами [9], не доверявшим подлинности последовательностей полученных с помощью ПЦР-стратегии. Knight аргументировал это тем, что ампликоны были необычно длинными, и поэтому результаты были ненадежными. Hofreiter с соавторами [10], и Gill и Hagelberg [11] опровергали мнения Knight с соавторами [9]. Тем не менее, Knight [12] настаивал: “ Может быть произведен только ампликон длиной 221 п.о. (возможно из эндогенной деградированной ДНК-матрицы), но не продукт длиной 400 bp... результаты (Gill et al.) являются не правдоподобными”. Исходя из нашего опыта в большинстве случаев высоко деградированные матрицы мт-ДНК часто амплифицируются только с длиной ампликонов 270 п.о. или меньше. Тем не менее, получив уникальную возможность протестировать заново материал первоначально оцененный Gill с соавторами [3], мы успешно смогли амплифицировать фрагменты длиной 444 п.о. и 440 bp используя классическую стратегию амплификации древней ДНК (увеличение числа циклов, добавление BSA и добавление полимеразы), см. рисунок 4. Было возможно не только амплифицировать мт-ДНК до длины 444 п.о., но мы также успешно амплифицировали аллели высокого молекулярного веса при тестировании ядерных STRs (свыше ~375 п.о. для аутосомных маркеров и свыше ~335 п.о. для Y-хромосомных маркеров). Очень вероятно, что экстремально холодный климат в Екатеринбурге, где земля обычно мерзлая с сентября по апрель, обеспечил идеальные условия для сохранения останков.

Ещё одним предметом спора, вызвавшим сомнения насчет первых ДНК-исследований, была точка гетороплазмии в позиции 16169 мт-ДНК последовательности царя. В то время это была спорное открытие. Раньше, до середины 1990-х полагали, что точка гетероплазмии - это крайне редкий феномен и трудно было объяснить существование 2-х различных гаплотипов мт- ДНК у одного индивида. Независимое тестирование образцов было очень важно для того, чтобы обеспечить необходимую конфиденциальность, чтобы результаты были обоснованными и вескими. Именно поэтому результаты мт-ДНК приписываемые Царю были подтверждены в независимой лаборатории доктором Erika Hagelberg с соавторами в Кембриджском Университете и опубликованы в 1994 году [3]. Кроме этого, точка гетероплазмии в позиции 16169 T/C подтвердилась в лаборатории AFDIL у костного образца царя Николая II и его брата великого князя Георгия [4]. В итоге, гетероплазмия определилась и подтвердилась еще раз в данном исследовании лабораториями AFDIL и GMI (Рисунок 1).

Сегодня наличие гетероплазмии считается довольно распространенным явлением, хотя конкретно в позиции 16169 само по себе явление довольно редкое [13]. В нашей внутренней базе данных AFDIL мт-ДНК среди 18,788 гаплотипов мы обнаружили три примера (0.016%)  гетероплазмии в позиции 16169 . И лишь один образец западно-европейского происхождения относится к той же гаплогруппе T* что и царь, но отличается от Николая на 7 нуклеотидов в контрольном регионе. Поэтому после многочисленных научных наблюдений за этим редким случаем гетероплазмии, его можно рассматривать как очень сильный индикатор установления родства. 

Два вопроса сформулированных Gilbert [14] для того, чтобы оценить результаты ДНК-исследований для исследователей, читателей и рецензентов звучали так: “Какая информация представленная здесь делает результаты и/или выводы правдоподобными?” и “Существует ли какая-либо причина не верить этому?” Мы использовали три ДНК-маркерных системы, чтобы изложить наши результаты.

Только результаты мт-ДНК могут рассматриваться как окончательные. Новые образцы полностью соответствовали данным мт-ДНК Царицы Александры (а также данным HVI и HVII ныне живущих родственников, и HRH принца Филиппа), указывая на то, что эти образцы состояли с ней в родственной связи по материнской линии. Если сюда присоединить информацию, полученную антропологами об этих образцах: а именно то, что один из образцов найденных во втором захоронении наиболее вероятно был бедренной костью молодой женщины (образец 147), мы можем сделать вывод, что эти образцы являются ненайденными детьми Царицы, так как бедренные кости царицы и её трёх других детей были обнаружены в первом захоронении.
Аутосомные STR генотипы определялись, чтобы составить генеалогическое древо семьи Романовых. ДНК-профили двух образцов из второго захоронения полностью вписываются в фамильное древо царя и царицы со всеми аллелями, чьё происхождение в обоих образцах объясняется Менделевским наследованием.

17-локусный Y-STR гаплотип, полученный из останков царя Николая II полностью совпадает с Y-STR гаплотипом, полученным из бедренной кости мужского образца (образец 146.1), найденного во втором захоронении. Тот же 17- локусный гаплотип был установлен также и у ныне живущих родственников Романовых.

После анализа последовательностей митохондриальной ДНК, аутосомных STR и Y-STR профилей всех останков состоящих в родственной связи с ныне живущими родственниками Романовых, мы ещё сравнили находящиеся у нас STR-профили Царя Николая II с профилем, полученным в Свердловском областном бюро судебно-медицинской экспертизы (г. Екатеринбург) из пятна крови на рубашке Николая, которую он носил будучи ещё юношей. 29 апреля 1891 года во время поездки по городу Оцу, Япония, на царевич Николая Романова было совершено покушение [15]. Николай получил два удара в голову саблей. Чудом Николай пережил нападение, а окровавленную рубашку, в которую он был одет в тот день, привезли в Россию как реликвию покушения. Со временем рубашка была помещена в хранилище музея Эрмитаж в г. Санкт-Петербург. Летом 2008 года эксперты Свердловского областного бюро судебно-медицинской экспертизы взяли 3 образца из пятен крови на этой рубашке. Один из образцов дал полные аутосомные и Y-STR профили [16]. Два других образца дали частичные профили как аутосомной ДНК, так и Y-STR, но все аллели в неполных профилях полностью совпали с аллелями полного профиля. Мы сравнили наши ДНК-профили, полученные из зуба Николая II с профилем, полученным из пятна крови, и установили полное совпадение по всем локусам. Впервые сейчас существует связь между доказательствами: прижизненным ДНК-профилем Николая II и посмертным - скелетными останками из первого захоронения.

В совокупности результаты и выводы свидетельствуют в пользу гипотезы, что образцы, изъятые из второго захоронения, являются ненайденными детьми Царя Николая II и Царицы Александры. Необходимо упомянуть, что хорошо освещенный в литературе спор [2] о том, какую дочь нашли во втором захоронении Марию (согласно версии русских экспертов) или Анастасию (согласно версии американских экспертов), не может быть решен на основании представленных здесь результатов ДНК-исследований. В отсутствие сравнительных образцов каждой сестры, мы можем только убедительно идентифицировать Алексея - единственного сына Николая и Александры.

Около 90 лет судьба семьи Романовых была окутана тайной. В течении многих лет после казни семьи, Советское правительство не признавало факта смерти всех Романовых. Всё это время шли разговоры о том, что кто-то из семьи сбежал от палачей и уехал из России. Наиболее известной претенденткой была Анна Андерсон, польская крестьянка, которая убедила многих, что она Анастасия. С открытием первого захоронения и последующими ДНК исследованиями Анна Андерсон была разоблачена и признана мошенницей [17]. Фактически в 1918 более 200 людей претендовали на то, чтобы быть одними из пяти детей Романовых (http://www.romanov-memorial.com/pretenders.htm). Здесь мы смогли дать полный отчет о всей семье Романовых и можем заключить, что никто не избежал казни ранним утром 17 июля 1918.

Methods

Выделение и анализ ДНК были проведены тремя независимыми группами, специализирующимися на изучении древней ДНК и работающие в условиях, соответствующих требованиям. Специалисты из отдела AFDIL по работе с митохондриальной ДНК (Mark J. Wadhams, Suni Edson, Kerry Maynard) работали в лаборатории American Society of Crime Lab Directors (ASCLD) и проводили исследования только митохондриальной ДНК, следуя стандартным протоколам. Один специалист из исследовательской секции (Odile Loreille) работала в специальной лаборатории, где изучается древняя ДНК и занималась STR -анализами. Группа GMI (Harry Niederstatter, Cordula Berger, Burkhard Burger) использовали лабораторию ISO 17025 для репликативных исследований мтДНК и STR локусов. Во всех лабораториях на всех стадиях в течение всего времени проводился контроль на контаминацию во время, пре- и пост ПЦР. Материалы и оборудование постоянно обрабатывались 10% раствором гипохлорита натрия и облучались ультрафиолетовыми лучами 254 nm от 10 до 45 минут.

Исследования во всех трёх лабораториях проводились в присутствии двух Российских учёных из лаборатории Свердловского областного бюро судебно-медицинской экспертизы (Екатеринбург): Тамара Цитович и Наталья Бандуренко в AFDIL; и Елена Трынова и Елена Вылегжанина в GMI.
Preparation of the samples
В AFDIL, все образцы сначала очищались снаружи алюминиевыми наждачными насадками с помощью дрели (Dremel, Racine, WI), обрабатывали свободной от ДНК водой и абсолютным спиртом и высушивались в стерильном вытяжном шкафу в течение ночи. На следующий день образцы измельчались до порошкообразного состояния стальными лезвиями в чистых и свободных от ДНК чашках Waring MC2 (Waring, Torrington, CT).
В GMI, образцы костей и зуба предварительно подвергались механической чистке обработанной в ультрафиолетовых лучах наждачной бумагой и (или) стерильными скальпелями с последующим замачиванием на 20 минут в растворе гипохлорита (> 4% активного хлорина) и на следующем этапе мылись стерильной водой и абсолютным спиртом. Очищенные образцы высушивались в ламинарном вытяжном шкафу в течение ночи и 15 минут обрабатывались ультрафиолетовыми лучами. Сухие образцы измельчались стерильной бормашиной.

DNA extractions
В GMI выделение ДНК проводили также как в секции исследования мтДНК (Loreille et al.) [18], но в GMI добавили на заключительном этапе очистку препаратами QIAquick PCR (Qiagen, Hilden, Germany) в соответствии с инструкцией производителя. В AFDIL учёные немного изменили протокол и исключили органическое выделение. [19]. 100 и 400mg мелкого костного порошка и “контрольные реагенты”, были инкубированы и осторожно перемешаны в 3мл экстракционного буфера (EDTA 0.5 M, 0,5 % лаурил-саркозинат) и 100 мкл. протеиназы К (20 мг/мл.) в течение ночи при температуре 56 градусов Цельсия. Пробирки центрифугировали 3 мин. при 4 000 g, экстракционный буфер переносили в Центрикон 30 (Millipore Corp., Bedford, MA) и концентрировали до конечного объема 100 мкл. Раствор переносили в чистую пробирку и очищали с помощью MinElute PSR Purification Kit (Qiagen, Valencia, СА). Конечный объем варьировал от 25 мкл. до 100 мкл.

DNA quantification
Содержание митохондриальной ДНК в каждом исследованном образце GMI определялось количественной реакцией ПЦР в реальном времени, следуя подробному протоколу (20). Количество ядерной ДНК определялось с помощью количественного специального анализа AluYb8, описанного Walker (21), включающий внутренний положительный контроль для определения наличия ингибиторов реакции ПЦР в экстрактах ДНК.

Mitochondrial DNA analysis
В GMI, пять параллельных повторов средних ампликонов содержащих от 285 до 444 пн в двух сложных ПЦР анализах и осторожно (внимательно) отобранные маленькие ампликоны были амплифицированы и секвенированы с ПЦР - праймерами, достигнуты одинаковые результаты - обнаруживающие полный двойной сиквенс, охватывающий весь контрольный регион. Секвенирование было выполнено в соответствии Berger и Parson (22) и Eichmann и Parson (23).

Группа AFDIL амплифицировала мтДНК другой амплификационной стратегией, описанной Edson (24). Гипервариабельный регион 1 (HV1), 2 (HV11), и 3 (HV111) мини-вариабельный регион 1 (MVR1) были амплифицированы для каждого образца, насколько позволяло качество образцов.

Размер ампликонов варьировался от 126 до 440 bp. Все пост-ПЦР продукты, включая контроли, были очищены ExoSAP - IT (USB Co.,Cleveland, OH) и очищены обычным секвенированием с помощью набора Big Dye Tеrminator Cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Продукты сиквенса были очищены с помощью Performa® DTR Ultra 96-well plates (Edge BioSystems, Gaithersburg, MD) и осадок высушен в вакуумном концентраторе.

Осадок растворяли с помощью смеси формамид/ ЭДТА (3:1) и затем загружали в генетический анализатор Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer. Была получена линия многокомпонентного сиквенса и достроена с помощью программы Sequencher software v4.7 (GeneCodes, Ann Arbor, Michigan). Расхождения проверяли с использованием последовательности Cambridge Reference Sequence [25, 26], которая установлена и используется для поиска в базе данных мтДНК.

Autosomal and Y-STR analysis  

STR тестирование проводилось с несколькими имеющимися стандартными коммерческими наборами. Как GMI, так и AFDIL использовали амплификационные наборы AmpFlSTR Identifiler, AmpFlSTR MiniFiler и AmpFlSTR Yfiler PCR amplification kits (Applied Biosystems). Для анализа образца кости № 147 также использовался набор AmpFlSTR SEFiler (Applied Biosystems). GMI следовали протоколу изготовителей, а также использовали 34 цикла амплификации с наборами AmpFlSTR Identifiler and AmpFlSTR Yfiler. AFDIL использовал низкокопийный подход с наборами AmpFlSTR Identifiler and AmpFlSTR Yfiler PCR и двойную рекомендуемую концентрацию AmpliTag и 6 дополнительных ПЦР циклов. ПЦР амплификацию с набором AmpFlSTR MiniFiler kit AFDIL следовали протоколу изготовителей. По необходимости, и GMI, и AFDIL использовали свои апробированные miniSTR. Все амплифицированные STR и Y - STR продукты были проанализированы в одном из двух генетических анализаторов 3100 или 3130х/ Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Анализ данных был проведен с помощью программы GeneScan software v3.7 и Genotyper v3.7NT или Genemapper® v3.2. Размер фрагментов определялся с помощью внутреннего размерного стандарта (GeneScan-500 LIZ), для правильного обозначения аллелей, ампликоны сравнивались со стандартным аллельным лэддером (AmpFlSTR Identifiler, AmpFlSTR MiniFiler и AmpFlSTR Yfiler allelic ladders).
Data Analysis and Statistical Calculations
Для сохранения чистоты, эксперименты проводились в разных лабораториях; результаты не передавались из одной лаборатории в другую в течение всего периода исследования. Как только исследования завершились и в GMI и в AFDIL, электрофореграммы полученных данных были сведены в таблицы и отправлены независимому ученому (Peter Gill, University of Strathclyde). 

Мы определяли правильность аутосомных STR данных с помощью отношения вероятности, где оцениваются две конкурирующие гипотезы:

LR = Pr(E | н1)
         Pr (E | H2)
Оцениваются два сценария. В числителе оценивается вероятность (Pr), основанная на гипотезе (H1), которая предусматривает, что это останки ненайденных детей Романовых. В знаменателе оценивается вероятность альтернативной, нулевой гипотезы (H2), основанной на том, что эти останки не принадлежат детям Романовых и происходят от двух неродственных индивидуумов. LR аутосомных STR подсчитано с помощью программы DNAView™ (Charles Brenner, Oakland, CA), выполненной по индивидуальному заказу для AFDIL (Laboratory Information Systems Application, FTI Inc., Fairfax, VA).


