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Abstract

Differences in pigmentation phenotype are mainly due to variation in the amount, type and distribution of melanin. This
biopolymer pigment is synthesised in a complex biochemical process called melanogenesis, which takes place in specialised
melanocyte structures known as melanosomes. Melanin is then stored in the melanosomes, which are further transported into
keratinocytes, resulting in skin and hair coloration. These complicated cellular processes are thought to be controlled by more
than 120 pigmentation genes. Studying their polymorphism may allow us to understand the genetic basis of observed human skin,
hair and eye colour variation. A tiny fraction of these genes, e.g. MCIR, OCA2, SLC45A2 and ASIP, has been the subject of more
thorough examinations, while some others, such as SLC24A44, KITLG or TPCN2, have only been identified as potential contribu-
tors to the significant variation in human pigmentation phenotype and await more detailed research. Studies on genetics of pig-
mentation are important not only for medical purposes, but are of potential use in forensic science, as an analysis of variation in
pigmentation genes may in the future allow prediction of phenotypic features that would be of special importance at the investiga-

tive level.
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1. Introduction

Pigmentation traits are heritable and their variabil-
ity is particularly pronounced in individuals of differ-
ent biogeographical ancestry (BGA) [77]. BGA iden-
tification may be useful in criminal cases and thus the
polymorphism of pigmentation genes has become the
subject of investigations in forensic science [33, 112].
Another reason for such investigations is the possibil-
ity of using the polymorphism of pigmentation genes
in predicting pigmentation phenotypes. Such studies
would be predominantly useful in the case of Euro-
pean populations, with their considerable variability of
skin, hair and eye colour. In cases where a witness
is highly or completely unreliable in his/her testi-

mony regarding a perpetrator, phenotype prediction
achieved through analysing biological material left by
a perpetrator at the crime scene may narrow the partic-
ular suspect group, thus facilitating the task of investi-
gative officers. Prediction of pigmentation phenotype
might also be helpful in forensic anthropology. For
many years now, genetic analysis of every sample sub-
jected to standard identification tests in a forensic lab-
oratory has been associated with determining the
gender of the individual from which the said material
originated. The results of this simple test reduce the
population of individuals of interest to prosecution or-
gans in particular cases by 50%. Determining further
details of the perpetrator’s phenotype would undoubt-
edly be very advantageous. However, the importance
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of reliability of information conveyed to investigative
institutions should be emphasized, since misleading
prosecution organs may additionally hinder the inves-
tigation. Any practical application of knowledge
allowing prediction of phenotype features has, there-
fore, to be preceded by detailed association, functional
and validative studies [84].

2. Determination of human pigmentation traits
2.1. Physical determination of pigmentation traits

Human pigmentation is above all determined by
the amount, type and distribution of the pigment mela-
nin. The pigment is a biopolymer produced in a com-
plex biochemical process called “melanogenesis”.
Melanin is produced in the melanocytes — special cells
that in humans develop from the neural crest in the sec-
ond month of gestation and migrate (as immature
melanoblasts) to the skin and the anterior uveal tract,
or to the iris. In the skin, the melanocytes are situated
in the basal epidermal layer, i.e. immediately above
the dermis. In total, the melanocytes account only for
approximately 5% of epidermal cells; the main com-
ponents of the epidermis are the keratinocytes. Some
melanocytes migrate further to the developing hair fol-
licles, from which hair shafts grow. Active melano-
cytes are located in the hair bulb slightly above the hair
papilla and immediately below the population of kera-
tinocytes, which will later form the cortex. The me-
lanocytes migrate to the hair follicles in a predeter-
mined manner, thanks to the activity of the c-kit recep-
tor with its KITLG ligand, also known as the stem cell
factor (SCF), which is produced by the hair bulb cells
[81, 86]. The melanocytes from the hair follicles differ
from skin melanocytes — the former are larger, have
more numerous dendritic processes and produce larger
melanosomes [86]. It should be mentioned here that
the epidermal melanocytes and hair follicle melanocy-
tes operate independently. As early as in 1908, Holmes
and Loomis noted that inheritance of eye and hair col-
our is to some degree independent [47]. It is easy to ob-
serve that in populations of European ancestry, there
are individuals with black hair and fair skin and also,
conversely, fair-haired and dark-skinned people. Stud-
ies carried out by Branicki et al. (2008) showed that
16% of individuals from the investigated Polish popu-
lation had black hair and dark skin type [12]. Robins
(2005) presented an extreme example of Aborigines,
among whom there were children with completely fair
hair that turned dark only during puberty. At the same
time, their skin remained dark all their life [81].

The process of melanogenesis occurs in special
melanocyte cytoplasmic structures called melanoso-
mes. Eumelanosomes produce the black-brown mela-
nin variant called eumelanin, while feomelanosomes
synthesise the red-yellow type called feomelanin. Ma-
ture melanosomes are subsequently released to the
keratinocytes. The skin has so-called epidermal mela-
nin units, composed of a single melanocyte and several
dozen keratinocytes, to which melanin granules are
transferred. Synthesis of hair pigment occurs in the
hair follicle [86], in the so-called hair follicle pigment
unit, composed of the melanocytes, keratinocytes and
hair papilla fibroblasts. Similarly to the case of skin,
eumelanin and feomelanin produced in the melano-
cytes are transported to the keratinocytes, which form
the cortex and medulla of the hair. A major part of the
pigment is transported to the hair cortex, a slightly
smaller amount to the hair medulla, and a scant amount
only to the sheath of the hair shaft. The process of pig-
ment synthesis occurs solely during the anagen phase,
i.e. in the phase of hair growth. The number of melano-
cytes in the skin and hair follicles decreases with age,
which, in the case of hair, is associated with turning
grey. Interestingly, the decreasing number of melano-
cytes does not result in the skin becoming fairer; on the
contrary, with age, the reverse tendency is observed
[81]. In the case of individuals of European and Asian
ancestry, the melanosomes in the keratinocytes occur
mainly in complexes, while in individuals of African
descent, they are single and scattered. Thus, it seems
that the genes responsible for melanosome formation
may play a significant role in relation to differences in
human pigmentation phenotype.

Eye colour is determined by the distribution and
contents of the melanocytes situated in the uveal tract,
and more specifically, in its anterior part called the iris
[93]. The innermost layer of the iris or the iris pigment
epithelium is composed of tightly packed pigment-
containing cells, but the distribution of pigment in this
layer is identical in individuals having different eye
colour. The outer layer of the iris, or the anterior iridial
stroma, consists of the connective tissue, fibroblasts
and melanocytes, which contain melanin stored in the
melanosomes. It is believed that it is precisely this
layer that plays a decisive role in determining eye col-
our [50]. No differences in the number of melano-
cytes themselves have been observed for particular eye
colours. However, differences have been demonstra-
ted to be associated with the number of melanosomes
and the amount and type of the pigment itself, i.e. with
melanocyte activity. Wakamatsu et al. (2008) demon-
strated that in the case of light eye colour, the amount
of eumelanin was lower as compared to eyes of
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a darker colour. The reverse, although not statistically
significant effect, was obtained for feomelanin [106].
Albino individuals have no pigment at all, and their
eyes may appear pink as an effect of blood vessels
reflecting the light.

2.2. Basic genes involved in the process
of melanogenesis

Pigment synthesis is a complex biochemical pro-
cess, in which numerous enzymatic, structural, regula-
tory, transport and receptor proteins, as well as their
ligands are involved. As has been mentioned previ-
ously melanogenesis occurs in two types of lysosome-
like melanocyte structures called eumelanosomes and
feomelanosomes. Mature eumelanosomes differ from
feomelanosomes in their ellipsoid shape (the feome-
lanosomes are spherical in shape) and lamellar struc-
ture [53]. Melanin, a potent electron acceptor, is known
to be capable of neutralising free radicals and thus pro-
tects the cells against DNA damage [81]. Generally,
there is no doubt that eumelanin exhibits photoprotec-
tive properties. However, it transpires from some in-
vestigations that feomelanin may have a contrary
effect and sensitize the tissues to the activity of ul-
tra-violet light and emerging free radicals, although
the effect may also be indirectly evoked by a decreased
cysteine level in association with feomelanin synthesis
itself [1, 87, 101]. The first stage of the synthesis of
both melanin forms is catalysed by tyrosinase (TYR),
which is, therefore, a key enzyme in the process of me-
lanogenesis. This stage consists in double oxidation of
tyrosine, with the resultant formation of dopaquinone.
The subsequent stages are different for the eumelanin
and feomelanin synthesis paths. To be synthesized, the
latter requires the presence of yet another amino acid —
cysteine (Figure 1). A significant role in the process of
melanogenesis is played by the product of the MCIR
gene — a seven-pass transmembrane G-protein-cou-
pled receptor. Following the receptor activation by the
melanotropic hormone a-MSH, the concentration of
c-AMP increases and positive regulation of eumelanin
synthesis is achieved. In mice, the Mclr receptor an-
tagonist is the Asip gene product, which positively reg-
ulates feomelanin synthesis. Some reports suggest a
similar role for the ASTP gene in humans [5, 56]. To
date, the function of several other genes associated
with melanogenesis and pigment distribution has been
explained. The SLC45A42 gene is most likely responsi-
ble for transport and intracellular tyrosinase process-
ing [21]. The product of the OCA2 gene is an integral
melanosome membrane protein that is responsible for
anion transport, and hence for intra-melanosome pH

regulation [74]. The SLC24A5, SLC24A44 and TPCN2
genes are members of the calcium ion transporter
group; the concentration of calcium is of considerable
importance for the process of melanogenesis and me-
lanosome development [61, 96]. KITLG, encoding the
ligand for KIT receptor tyrosine kinase, is important
from the viewpoint of melanocyte migration and de-
velopment [109]. The MYOS5A4 gene is involved in the
process of melanosome transport. The TYRPI and
DCT genes (the latter is also known as TYRP?2) are in-
volved in the eumelanin synthesis pathway. The type
(eumelanin, feomelanin), amount and distribution of
melanin are decisive factors in the colour of skin, eyes
and hair, and thus mutations involving the above-men-
tioned genes may significantly affect pigmentation.
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Figure 1. A scheme illustrating eumelanin and feomelanin
synthesis.

3. Genetic mapping

Genetic mapping is carried out based on two essen-
tial methods, i.e. linkage analysis and association
study [104]. The former has been in use for many years
and yields good results, especially when searching for
genes responsible for determining high-penetration
traits (a high percentage of individuals possessing
a specific variant, who demonstrate a given trait) and
in recessive inheritance patterns. The latter method has
gained much importance in recent years, becoming
particularly useful in analyzing complex traits. Both
the methods rely on taking advantage of a genetic phe-
nomenon called linkage disequilibrium, manifested as
the presence of haplotypes and thus a shared inheri-
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tance of chromosome segments. To perform both types
of analyses, it is necessary to employ genetic markers
characterised by a defined location in the human ge-
nome. Linkage analysis is most commonly carried out
based on microsatellite sequences that are character-
ized by their high polymorphism, while association
studies are based on SNP-type polymorphisms.

In the case of linkage analysis, experimental sam-
ples originate from family members of whom more
than one individual demonstrates the analyzed pheno-
type effect (it may be a disease entity or a physiologi-
cal feature). In the case of traits showing a simple
mode of Mendelian inheritance, the standard method
of linkage analysis known as the parametric method
may be employed. Its use is associated with defining
a genetic model, in which the mode of inheritance
(among other aspects) must necessarily be taken into
consideration. Defining a genetic model is, however,
difficult or entirely impossible in the case of polygenic
traits. In this case, another, so-called non-parametric
variant of linkage analysis is employed [23, 83]. In
practice, a commonly used solution is genotyping of
siblings that demonstrate the investigated phenotype.
The objective of the investigations is to find a genetic
marker that would segregate different members of the
same family in the same way as the analyzed pheno-
typic trait. Identification of such a marker subse-
quently allows us to assume that somewhere in its vi-
cinity there is a functionally important polymorphic
position. The resolution of the method is not high,
which necessitates further detailed studies to enable
finding of the /ocus that is responsible for determina-
tion of a given trait. It was linkage analysis that al-
lowed scientists to determine that the loci associated
with eye colour inheritance are located in a particular
region of chromosome 15 [27].

The general principle underlying association stud-
ies is also simple; the analysis is carried out for two
groups of unrelated individuals, the first of which
demonstrates a phenotype effect, while the other con-
stitutes the controls, being without the effect. Demon-
strating that one allele is significantly more frequent in
the group of individuals with the investigated pheno-
type effect as compared to the controls allows us to
adopt the hypothesis that in the region in which the
marker is situated, there may be a locus responsible for
determining the analyzed trait. The statistical signifi-
cance of the differences in frequency values may be
demonstrated, for example, by means of a simple xz
test or regression methods. The use of the latter allows
testing of multi-variable models. Statistical methods
that are employed in association studies were clearly
presented by Balding (2006) [3]. In spite of the fact

that the resolution of association studies is higher as
compared to linkage analysis, in the past, the use of the
association study method had to be limited to selected
chromosome regions (association studies of so-called
candidate genes) due to technical reasons [46]. Such
studies could then constitute another step on the path
to identifying a gene, or even a particular polymor-
phism responsible for determination of the investi-
gated trait. Association studies which focused on
a region indicated by previously performed linkage
analysis allowed precise identification of two eye col-
our inheritance-associated polymorphisms in the
OCA?2 gene situated on chromosome 15 [76]. At pres-
ent, when hundreds of thousands of markers may be si-
multaneously analysed, there are no impediments to
employing the association study method as a screening
test (in place of or in combination with linkage analy-
sis) [e.g. 57]. Investigations of this type are called Ge-
nome-Wide Association Studies (GWAS). They consist
in analyzing approximately 300,000 (at present even
more than 900,000; www.affymetrix.com) SNP-type
positions that are regularly distributed within the en-
tire genome and allow detection of regions that dem-
onstrate associations with the investigated phenotype
trait. Investigations are carried out using the DNA
microarray technology (www.illumina.com; www.affy-
metrix.com). Association studies also provide an effec-
tive method of genetic mapping in the case of low pene-
tration alleles associated with polygenic traits [e.g. 42,
96, 108].

4. Genes associated with human pigmentation

4.1. Identification of genes associated with human
pigmentation

The majority of human phenotypic traits are poly-
genic in character. Decoding of the human DNA se-
quence [62] has led to a rapid increase in the number of
data on variations characteristic for populations with
different biogeographical ancestry. This has facilitated
various types of investigations, among them studies on
selective pressure on various areas of human genome
and association between particular genetic variants
and various types of complex traits. It has become pos-
sible to more effectively detect DNA regions associ-
ated with a phenotypic effect and determine the so-
called candidate genes that play a potential role in trait
determination. Of the two basic methods of genetic
mapping, the method of association studies is more
useful in relation to traits with multi-gene inheritance
patterns (showing a moderate or small phenotypic ef-
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fect). The method of association studies involving the
entire genome GWAS is particularly successful (in the
context of pigmentation traits as well). As has previ-
ously been mentioned, pigment synthesis and distribu-
tion is a complex biochemical and cellular process.
The natural variability of pigmentation traits is assumed
to be possibly controlled by as many as 127 genes [9].
To date, only several of these genes have been exten-
sively understood. Identification of some genes in-
volved in the pigmentation process has been facilitated
by the association of these genes with inheritance of
extreme pigmentation phenotypes, e.g. oculocuta-
neous albinism. The inheritance pattern is Mendelian
in character and hence it is relatively easy to investi-
gate. Lack of functionality in a single gene causes in-
terruption of a significant metabolic pathway, which
hinders or markedly limits pigment synthesis. To date,
four genes responsible for various forms of oculo-
cutaneous albinism in man have been described [39].
The tyrosinase gene (7YR; MIM: 606933) is responsi-
ble for two different forms of albinism, including the
most severe form, i.e. OCA1A (oculocutaneous albi-
nism type 1A). Another form, OCAIB, is slightly
milder, and in time, some amount of pigment may ap-
pear in the affected individuals. A less severe clinical
form is also associated with mutations causing albi-

nism type OCA2 (the OCA2 gene; MIM: 611409) and
OCAA4 (the SLC45A42 gene; MIM: 606202). Albinism
type OCA3 is caused by mutations of the tyrosinase re-
lated protein 1 gene (the TYRPIgene; MIM: 115501)
and manifests in red hair and reddish skin hue in Afti-
cans [39]. Since the products of these genes fulfil such
key functions in the process of melanin synthesis, it
seems that it is logical to acknowledge them as candi-
date genes in studies on natural pigmentation variation
in man.

4.2. Genes correlated with physiological
variations of pigmentation traits

Table I presents the genes for which associations
have been determined with the human pigmentation
phenotype. The first and to date the best understood
gene of fundamental importance for natural variability
of human pigmentation is the MCIR gene (MIM:
155555). MCIR is composed of a single 951 bp long
exon that encodes a protein for the type 1 melanocortin
receptor. In 1995, Valverde et al. analysed the varia-
tions of the MCIR gene sequence and observed that
mutated alleles were predominantly seen in red-haired
and fair-skinned individuals [101]. Similar investiga-
tions were subsequently carried out for numerous pop-

TABLE I. GENES ASSOCIATED WITH HUMAN PIGMENTATION

Gene Location Function Postulated association with
natural pigmentation
pPOoMC 2p23.3 MCIR receptor agonist Hair, skin colour
SLC4542 (MATP) 5pl13.3 Tyrosinase transporter Eye, hair, skin colour
IRF4 6p25-p23 Transcription factor Hair, skin and eye colour
TYRPI 9p23 Melanogenic enzyme Eye colour
TPCN2 11q13.2 Calcium ion transporter Hair colour
TYR 11q14-g21 Melanogenic enzyme Eye colour
KITLG 12q22 Ligand for tyrosine kinase receptor Kit Hair colour
DCT (TYRP2) 13q31-q32 Melanogenic enzyme Eye colour
SLC24A44 14q32 Calcium ion transporter Hair, eye colour
0CA2 15q11.2-q12 Anion transporter Eye colour
Hair colour
HERC2 15q13.1 Unknown Eye, hair, skin colour
MYOS54 15921 Cytoplasmic transporter Eye colour
SLC24A45 15q21.1 Calcium ion transporter Skin colour
MCIR 16q24.3 G-Protein coupled receptor Hair colour
Skin colour
ASIP 20q11.2 MCIR receptor antagonist Hair colour, eye colour

Problems of Forensic Sciences 2009, vol. LXXVII, 29-52



34

W. Branicki

ulations worldwide and the above conclusions were
confirmed [11, 13, 43, 54, 73, 75]. The MCIR gene is
the chief gene responsible for determining the pheno-
type manifesting as red hair and fair skin, which has
been termed RHC (red hair colour). More than 60 poly-
morphic loci, either nonsynonymous or nonsense, have
been described within the MCIR gene [34]. Among
these polymorphisms, two groups of mutations have
been distinguished that are significant from the view-
point of phenotype prediction, namely the R group,
playing a significant role in RHC phenotype determi-
nation, and the r group, characterised by a lower de-
gree of correlation with the phenotype [55, 91]. The
original list of variants marked as R was limited to four
SNP-type positions, i.e. rs1805006 (D84E), rs1805007
(R151C), rs1805008 (R160W) and rs1805009
(D294H). The list has been extended to include the fol-
lowing variants: rs11547464 (R142H), rs1110400
(I155T) and all nonsense mutations, e.g. 86insA.
A major place in the r group is occupied by rs1805005
(V60L), 12228479 (V92M) and rs885479 (R163Q).
Functional studies carried out for the most significant
RHC phenotype-associated polymorphisms have con-
firmed the fact that mutations of R142H, R151C,
R160W and D294H significantly diminish the recep-
tor function [8, 44]. The mechanism underlying the ac-
tivity of these mutations has not been fully elucidated
and it seems that it may be different in the case of dif-
ferent polymorphisms. Indeed, a significantly decreased
expression of cell surface receptor has been observed
in the case of the V60L, D84E, R151C, 1155T, R160W
and R163Q alleles, while no such effect has been
noted in the R142H and D294H alleles. In the case of
the former group of mutations, decreased cAMP syn-
thesis effectiveness has been demonstrated to be pro-
portional to a lower expression in the cellular mem-
brane. In the two remaining mutations, the effect may
be triggered by decreased binding of G protein or
a lower affinity to the receptor agonist, i.e. a-MSH
hormone [7, 8]. The RHC phenotype has been con-
firmed to largely follow a recessive pattern of inheri-
tance, but at the same time, the effect of the MCIR
gene mutation is quantitative, and thus individuals al-
ready having one mutated allele usually have fairer
skin, and its effect may also manifest itself, for exam-
ple, as partially red facial hair in males or as freckles
[31, 91]. A very few R/0 heterozygotes (with one
non-mutated allele) may also be characterized by the
RHC phenotype. The association of the MCI/R gene
mutation with freckles has been confirmed not only for
the European [5], but also the Asian population [69].
The practical usability of MCIR gene polymorphism
analysis has been confirmed in forensic reports [16, 38].

Homozygotes having two mutated R alleles and com-
pound R/R heterozygotes in the majority of cases have
the RHC phenotype. In view of its relatively high fre-
quency in the population, from the viewpoint of RHC
phenotype inheritance, the highest importance is as-
cribed to the R151C and R160W loci. These two poly-
morphic positions and other polymorphisms classified
as R have high predictive value, especially in popula-
tions inhabiting northern regions of Europe. In the Pol-
ish population, approximately 97% of individuals with
the 151C/151C, 160W/160W and 151C/160W geno-
types were found to be red-haired [13]. In the United
Kingdom (and especially in Ireland), where the per-
centage of individuals having the RHC phenotype is
considerable, analysis of gene variations has been em-
ployed in some forensic cases, thus obtaining impor-
tant data of an operative character, which has allowed
investigations to be guided in an appropriate direction
[99]. Pastorino et al. (2004) investigated the Italian
population, detecting cases where individuals with two
mutated R alleles did not demonstrate the characteris-
tic RHC phenotype. A conclusion arises that in popu-
lations with darker pigmentation, the effect of the
MCIR gene may be masked by other genes [73]. The
effect of the MCIR gene mutation on eye colour has
not been unequivocally confirmed. The majority of in-
vestigations indicate, however, that mutations involv-
ing the gene do not affect iris colour in humans [13, 31,
32]. The MCIR gene definitely exerts a pleiotropic ef-
fect. The role of MCIR has been demonstrated in in-
heritance of predispositions to skin carcinoma devel-
opment, including malignant melanoma [e.g. 17, 100].
At present, the prevailing opinion is that the role is in-
dependent of the effect on the pigmentation phenotype
itself [55]. Mutations of the MCIR gene have also
been shown to be associated with pain sensation in fe-
males [67]. An interesting aside is that MCIR poly-
morphism has also been investigated in fossilised
Neanderthal remains. The studies have demonstrated
a polymorphism that is absent in modern humans and
which should be classified as a mutation responsible
for RHC phenotype determination. The results indi-
cate that the Neanderthals, similarly to representatives
of Homo sapiens, might have been characterised by
variability of the pigmentation phenotype, which
would be an example of a parallel evolution of these
two forms of humans [60].

Krude et al. (1998) described a mutation in POMC
exon 3 (MIM: 176830), leading to its premature termi-
nation and in consequence lack of expression prod-
ucts: adrenocorticotropic hormone ACTH, melano-
cyte-stimulating hormone o-MSH and B-endorphin.
In addition to various abnormalities, these patients
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were also characterised by the RHC phenotype, which
confirmed the key role in the process of eumelanin
synthesis fulfilled by MCIR receptor activation by
o-MSH, acting as its agonist [59]. Hoiom et al. (2008)
recently described new mutations in the POMC gene
in individuals with the RHC phenotype, who did not
have mutations involving the MCIR gene; it is likely
that the former gene is a more significant determinant
of red hair colour than was originally thought. How-
ever, the issue requires further investigation [48]. An-
other gene that may be responsible for determination
of the RHC phenotype is the ASIP gene (MIM:
600201). Investigations carried out in a mouse model
have demonstrated that the product of the Asip gene is
a natural Mclr receptor antagonist [65]. The human
ASIP gene consists of three translatable exons, which
encode a 132 amino acids long protein. Kanetsky et al.
(2002) investigated the ASIP gene variations and dem-
onstrated an association between the rs6058017
(A8818G) locus in the 3’ untranslated region (3’UTR)
and human pigmentation phenotype [56]. In the popu-
lation investigated by the above authors, the G allele
was correlated with a darker colour of the hair and
eyes. The researchers proposed a mechanism of the
role of the 3’UTR region in mRNA stabilisation; ac-
cording to their theory, the G allele was supposed to
cause transcript destabilisation, which would decrease
the ASIP antagonist concentration and in consequence
positively regulate eumelanin synthesis. A decreased
G allelic mRNA level was confirmed experimentally
by Voisey et al. (2006). The researchers also demon-
strated statistically significant differences in the A and
G allele frequency in European populations and in
Aboriginals, as well as confirmed the association be-
tween the G allele and darker hair colour in individuals
of European ancestry [105]. Differences in allele fre-
quency between individuals of European, Asian and
African ancestry were previously demonstrated by
Zeigler-Johnson et al. (2004) [113], and confirmed by
other authors [10]. However, the association of the
8818G allele and dark pigmentation has not been con-
firmed in all populations [17, 32, 63]. The results of
more extensive studies carried out by Norton et al.
(2007) indicate that the differences in the A8818G
polymorphism frequency constitute a reflection of
a division of populations into African and non-African
rather than into populations having fairer and darker
pigmentation [72]. Other indirect evidence confirming
the association of the ASIP gene and the RHC pheno-
type was presented by Sulem et al. (2008). They dem-
onstrated a haplotype association (rs1015362 and
rs4911414) in the region where the ASIP gene is lo-
cated with red hair, freckles and susceptibility to sun-

burn [95]. The same group of investigators also ob-
served an association between these positions and sus-
ceptibility to skin carcinomas [40].

The OCA2 gene, in addition to its previously men-
tioned role in inheritance of oculocutaneous albinism,
is one of the essential genes that determine the varia-
tions of iris colour in humans. In the early 20™ century,
when the importance of Gregor Mendel’s works on in-
heritance was recognised [66], attempts were made at
explaining variations of eye colour by Mendelian ge-
netics [22, 49]. Today, we are well aware of the fact
that eye colour is a polygenic trait. The linkage analy-
sis performed by Eiberg et al. (1996) showed that at
least three loci [27] are responsible for determination
of physiological variations in eye colour — a locus lo-
cated on chromosome 19, which has been termed
EYCL1 (GEY) and two loci on chromosome 15, i.e.
EYCL2 (BEY1) and EYCL3 (BEY2). Eiberg et al.
(1996) also suggested that the EYCL3 locus may cor-
respond to the OCA2 gene, which at the time was
known as the P gene. The OCA2 gene consists of
twenty-four exons, which encode an 838 amino acid
long protein that is an integral melanosomal mem-
brane protein. The role of the OCA2 gene in eye colour
inheritance was confirmed by Rebbeck et al. (2002).
Their association studies demonstrated that two
nonsynonymous positions, rs1800401 and rs1800407,
within the gene may independently affect iris colour in
humans [76]. Frudakis et al. (2003) selected the candi-
date genes and analysed 754 SNP polymorphisms,
both within the known pigmentation genes and in
other genomic regions, including the genes responsi-
ble for xenobiotic metabolism. These investigations
confirmed that a significant role in eye colour determi-
nation is fulfilled by the region of chromosome 15, in
which the OCA2 gene is located [32]. Genetic map-
ping by the method of linkage analysis performed by
Zhu et al. (2004) also indicated the very same region of
the human genome. Based on the results of these stud-
ies, it was suggested that a single gene, i.e. OCA2, is re-
sponsible for approximately 70% of eye colour vari-
ation in humans [114]. Further investigations of the
OCA?2 gene showed that a significant role in pigmenta-
tion is played by three nucleotide positions situated in
intron 1 [25], which indicated a significant role of
OCA?2 gene expression regulation in determining the
trait. Branicki et al. (2008) analysed a dozen-or-so
SNP positions in the OCA2 gene and using the method
of tree scanning [98], which allows the genetic rela-
tionship between haplotypes to be determined, demon-
strated that a single position, i.e. a nonsynonymous
change rs1800407 (R419Q) is of significance in eye
colour determination. The investigations also confirmed
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earlier results that suggested an association of the mu-
tation with green eye colour. At the same time, it was
demonstrated that the polymorphism is responsible
only for 4% of variation of iris colour characteristic for
the studied population [14]. Since the studies took into
account all the nonsynonymous changes in the OCA2
gene characterized by a significant frequency level,
the result confirmed in an indirect way the suggestion
formulated by Duffy et al. (2007) concerning the role
of gene expression regulation in determination of iris
colour variations. When analysing their result of
GWAS, Sulem et al. (2007) formulated a hypothesis
stating that in this genomic region, the key role in de-
termination of the pigmentation phenotype might be
fulfilled by the effect of interaction between two
neighbouring genes, HERC2 (MIM: 605837) and
0OCA2 [96]. The HERC?2 gene was previously puta-
tively associated with Angelman syndrome and
Prader-Willi syndrome, in which affected patients of-
ten demonstrate hypopigmentation [71]; in addition,
interaction of HERC2 with the OCA2 gene was postu-
lated in relation to studies carried out in mice [107].
HERC? is a large gene consisting of ninety three
exons; it has a highly conservative structure and en-
codes a 4834 amino acids long protein [52]. Apart
from the above data, unfortunately, not much is known
about the function of the HERC2 gene. In 2008, two
independent groups of investigators almost simulta-
neously demonstrated that the HERC?2 gene may exer-
cise a regulatory function for the OCA2 gene [57, 92].
In addition, it appears that Sturm et al. (2008) found
a polymorphism that may have a functional effect. The
polymorphic position rs12913832 is located in the
conservative intron 86 of the HERC?2 gene, in which
transcription factor binding sites are also situated [92].
Eiberg et al. (2008) presented the results of their func-
tional experimental studies, which indicate that a se-
quence around position rs12913832 may play the role
of a silencer. A mobility shift assay showed that two
alleles in this position exhibit different affinities to
protein factors, and may thus differ in their strength of
binding with transcription factors [28]. Branicki et al.
(2009) analysed five postulated key positions for blue
or brown eye colour inheritance in the OCA2 and
HERC?2 genes and using the multiple logistic regres-
sion method and haplotype analysis demonstrated that
SNP rs12913832 was of the highest significance. The
studies showed that the effect of this position is not
limited to eye colour alone, but that the position also
affects the remaining pigmentation traits. The investi-
gations also confirmed the observations made by,
among others, Holmes and Loomis in 1908 [47] on the
recessive character of the alleles responsible for deter-

mination of lighter pigmentation traits [15]. These and
other studies also showed that the rs1800407 position
in the OCA2 gene remains independently associated
with eye colour inheritance, playing a modulatory role
for the rs12913832 position in the HERC?2 gene [15,
92]. Analysis of the rs12913832 polymorphism allows
prediction of iris colour on a very general level only:
blue as opposed to brown. Further studies are neces-
sary to increase the reliability and precision of a future
test for eye colour prediction; it seems, however, that
this is yet another trait that may soon be subject to a re-
liable prediction analysis.

The SLC45A42 gene, also known as membrane as-
sociated transporter protein (MATP), is among genes
characterised by a well-documented role in determina-
tion of natural variability of human pigmentation phe-
notype. The gene consists of seven exons and encodes
a 530 amino acids long protein. As has been men-
tioned previously, some mutations in the SLC4542
gene are responsible for oculocutaneous albinism
type 4, which — interestingly — is the most common
form of albinism in the Japanese population [51]. It has
been noted that polymorphism rs16891982 (L374F)
may be useful in analysing biogeographical ancestry
[111, 112]. It has also been demonstrated that the
SLC45A42 locus was under positive selection [e.g. 64,
88]. Graf et al. (2005) described an association be-
tween two nonsynonymous polymorphisms in exons 3
and 5 and natural variation of skin, hair and eye colour
in individuals of European ancestry. It has been ob-
served, however, that the rs26722 (E272K) and
rs16891982 (L374F) positions are in genetic linkage,
which has given way to doubts as to their independent
effect on pigmentation traits [37]. Han et al. (2008)
have claimed that the rs16891982 position is associ-
ated with skin and hair colour, as well as with suscepti-
bility to sunburn [42]. Also Fernandez et al. (2008)
observed that the L374 allele is statistically more com-
mon in individuals with darker pigmentation and,
moreover, protects against skin carcinomas [29].
Branicki et al. (2008) noted a correlation of the ances-
tral L374 allele solely with darker hair colour, but did
not observe any associations with skin and eye colour.
Such a result may be a consequence of the small size of
the examined population sample combined with a low
frequency of this allele in the studied population. Lack
of replication of association studies is a relatively
common phenomenon and may be the consequence of
such factors as inter-population differences in allele
frequency and genetic linkage structure, a hidden pop-
ulation substructure, as well as genetic interactions
[35, 68]. Association studies on the rs26722 and
rs16891982 polymorphisms carried out to date have
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shown that most likely only the latter is associated
with pigmentation phenotype determination, and the
effect of the former mutation is a result of a linkage
[12, 37, 42]. Also Soejima et al. (2006), having per-
formed an analysis of the evolutionary status of alleles
situated in these nucleotide positions, proposed that
the phenotype effect is associated solely with the
rs16891982 position [88]. Stokowski et al. (2007)
demonstrated that the SLC4542 gene (the rs16891982
polymorphism) is correlated with skin colour in the
population of South Asia [89]. The role of the pro-
moter sequences of the SLC4542 gene in determina-
tion of the pigmentation phenotype suggested by Graf
et al. (2007) [36] has not yet been confirmed in other
populations [26, 42].

The SLC24A45 gene, also known as NCKX5 (MIM:
609802), is believed to be one of the most important
genes responsible for determination of fair skin colour
that is characteristic for the European population [61,
90]. The gene has been estimated to account for at least
25% of skin colour variations in Europeans versus Af-
ricans, which indeed places SLC24A45 in a predomi-
nant position with respect to the magnitude of its
phenotype effect. The SLC24A45 gene consists of nine
exons and encodes a 500 amino acids long protein. Its
product is most likely responsible for maturation of the
melanosomes, and thus for an important element of the
process of pigment formation and distribution. It is
worth recalling here that the size of melanosomes con-
siderably differs in the European and African popula-
tion. Lamason et al. (2005) demonstrated that the
r$1426654 polymorphism (A111T) in exon 3 is associ-
ated with natural variations in skin colour in humans.
The frequency of the ancestral allele A111 reaches al-
most 100% in African and Asian populations, while
the 111T allele occurs with an almost 100% frequency
in populations of European ancestry [19, 61]. From the
previously mentioned studies on the South Asian pop-
ulation carried out by Stokowski et al. (2007), it fol-
lows that apart from the SLC4542 gene polymorph-
ism, a significant role in determining skin colour vari-
ability in this region is executed by two other genes;
one of them is the SLC24A45 gene itself (rs1426654),
while the other is the TYR gene (the rs1042602 poly-
morphism, S192Y). The effect of these three poly-
morphisms (genes) has been demonstrated to be ad-
ditive and to explain a significant part of variations in
skin colour in the South Asian population [89].

The TYR gene consists of five exons and encodes
a 529 amino acids long protein, which plays a crucial
role in synthesis of both types of melanin. The role of
mutation in the 7YR gene is extremely significant from
the viewpoint of determination of the extreme pigmen-

tation phenotype known as oculocutaneous albinism;
on the other hand, there are few reports on the associa-
tion of the TYR gene with natural variations of human
pigmentation. Extensive association studies carried
out by Sulem et al. (2007) indicate that 7YR may be as-
sociated with inheritance of eye colour and skin-re-
lated traits (freckles, susceptibility to sunburn), which
points to its contribution in determining natural pig-
mentation in European populations as well [96].

The investigations by the group of Icelandic scien-
tists (the above-mentioned report by Sulem et al. 2007
and another, also by Sulem et al. 2008) allowed identi-
fication of genes and genome regions which had not
previously been taken into consideration as associated
with pigmentation in humans [95, 96]. One such gene
is SLC2444 (MIM: 609840), which has been demon-
strated to correlate with eye and hair colour. This in-
formation was supported by Han et al. (2008); the re-
searchers confirmed the significant correlation be-
tween the SLC24A44 gene and hair colour and pointed
to its possible involvement in susceptibility to sunburn
[42]. The SLC24A44 gene consists of eighteen exons
that encode a 605 amino acids long protein, which —
similarly to the product of the SLC2445 gene —is a cal-
cium ion transporter. It seems that this group of pro-
teins should be acknowledged as particularly inter-
esting from the standpoint of pigmentation. Another
calcium ion transporter that has been associated with
pigmentation variations in man is the 7PCN2 gene. In-
terestingly, in the case of TPCN2 (MIM: 612163),
a correlation has been demonstrated solely with hair
colour [95]. A previous observation should be recalled
here, namely that inheriting hair, eye and skin colour
has to be independent to a certain degree, and therefore
determined by variations in various loci. TPCN2 con-
sists of twenty-five exons and encodes a 752 amino
acids long protein product. Another selective marker
of hair colour may be the KITLG gene (MIM: 184745)
[96]. As has been mentioned before, the product of this
gene is of fundamental significance in the migration of
the melanocytes to the hair follicle. In mice, it is the
expression of the Kitlg gene in particular groups of
keratinocytes that determines whether the melanocy-
tes will ultimately remain within the skin or whether
they will migrate to the hair follicle [4]. The gene also
demonstrated a correlation with hair colour in the pop-
ulation investigated by Han et al. (2008), although the
correlation was characterised by low statistical signifi-
cance [42]. The human KITLG gene has two isoforms:
a (eight exons, 245 amino acids long protein) and b
(nine exons, 273 amino acids long protein). Another
postulated important determinant of hair, skin and
eye colour in humans is the /RF4 gene (MIM: 601900)
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[42, 96]. Sulem and colleagues have determined that
the polymorphic position between the /RF4 and
EXOC2 gene on chromosome 6 is associated with pig-
mentation, but none of these genes have previously
been linked with the pigmentation phenotype and for
this reason, establishing which gene should be con-
nected with the observed effect has been difficult. It
follows from the investigations carried out by Han et
al. (2008) that the /RF4 gene is more likely to be asso-
ciated with pigmentation variations (the correlation
with pigmentation was much stronger for the polymor-
phism situated within the /RF4 gene) [42]. Its product
is a transcription factor involved in the process of gene
expression regulation in response to the effect of inter-
feron and other cytokines. The /RF4 gene consists of
eight exons and encodes a 451 amino acids long pro-
tein. Undoubtedly, not only genes with an established
status of pigmentation genes, but also an entire group
of genes for regulatory elements, for example tran-
scription factors, may have a profound significance in
pigmentation phenotype determination. As an interest-
ing side note, we may quote the example of the mouse
Foxnl gene. As was previously said, the transfer of
melanin produced in the hair follicles is not accidental,
since the pigment migrates mainly to the cells forming
the cortex layer of the hair shaft. Weiner et al. (2007) sug-
gest that it is the FOXNI gene which encodes a tran-
scription factor that is responsible for facilitating mela-
nin transfer to the strictly defined keratinocytes [110].
A correlation with natural pigmentation (eye col-
our) has been also shown for the MYO54 (MIM:
160777), TYRP1 (MIM: 115501) and TYRP2 genes,
the latter being better known as DCT (MIM: 191275)
[32, 95]. The MYO5A gene is responsible for melano-
some transport [102]. It is a large gene consisting of
thirty-eight exons and encoding an 1855 amino acids
long protein. The products of the TYRPI and DCT
genes occur solely in the eumelanosomes and are in-
volved in the eumelanin synthesis pathway. TYRPI
consists of seven exons and encodes a 537 amino acids
long protein. It is included among the genes that are re-
sponsible for oculocutaneous albinism in man. The DCT
gene consists of eight exons and encodes a 519 amino
acids long protein. Both the genes most likely have
a common evolutionary history, since they share an
exon with the TYR gene. The DCT gene is assumed to
be derived from the TYRPI gene, which was formed
earlier via duplication of the TYR gene [94].
Phenotype variability in pigmentation may be a con-
sequence of an additive contribution of many genes;
however, we cannot rule out the possibility that
a prominent role is played by their interactions. In
1909, Bateson pointed to epistatic effects that may

shape phenotype variation [6]. The first documented
case of epistatic effects shaping the pigmentation phe-
notype was described by Akey et al. (2001). An inde-
pendent analysis of polymorphisms in two significant
pigmentation genes, i.e. MCIR and OCA2, failed to
demonstrate their independent association with pig-
mentation phenotype in the investigated Tibetan popu-
lation. However, when the epistatic model was taken
into consideration, the genes were shown to play a sig-
nificant role in skin pigmentation in the above-men-
tioned population [2]. King et al. (2003) demonstrated
that mutations in the MCIR gene modify the effect of
the OCA2 gene alleles, which are responsible for de-
termination of oculocutaneous albinism. Patients af-
fected by albinism type 2, who had variants of the
MCIR gene associated with RHC, were also red-
haired [58]. Earlier in the present paper, the author de-
scribed the postulated role of an interaction between
the OCA2 and HERC? genes in determining iris colour
in humans. Branicki et al. (2009) demonstrated that the
HERC?2 gene may also exhibit epistatic activity with
respect to the MCIR gene. In keeping with the pre-
sented model, the allele of HERC?2 (rs12913832) that
is associated with darker pigmentation may neutralise
the effect of the MCI/R gene mutation, which is re-
sponsible for determination of fairer skin types. The
effect has been observed in heterozygotes having one
mutated R variant of the MCIR gene [15].

To date, only a small portion of genes that may de-
termine human pigmentation phenotypes has been in-
vestigated. Of high significance in association studies
is replication of original results arrived at in other pop-
ulation samples, and thus, many elementary investiga-
tions of this type are necessary. Moreover, no func-
tional studies have been carried out for the majority of
the described polymorphisms; such studies are capable
of confirming the role of particular polymorphic posi-
tions in determination of phenotype traits and may al-
low us to determine the mechanism underlying their
effect. It appears, nevertheless, that the growing body
of data will soon make it possible to generate a more
detailed description of mechanisms leading to world-
wide natural variations of the human pigmentation
phenotype. The forensic aspect of pigmentation trait
prediction is also viewed with optimism.

5. Studies of epistasis

Bateson observed that a variant of one gene may
make manifestation of a complete phenotype effect
evoked by another gene impossible. This phenomenon
is termed “epistasis” or “genetic interactions” and is
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defined in keeping with Bateson’s views as the mask-
ing of the phenotypic effect of one gene by genetic
variants of another gene [6]. According to another def-
inition, more statistical in character, epistasis is the
lack of additiveness in a mathematical model that de-
scribes a relation between genetic variants and a trait
of polygenic nature [20, 30]. It has been postulated that
genetic interactions may extensively contribute to the
process of determination of complex traits in humans,
similarly to interactions on the molecular level consti-
tuting an important element of — to use an example —
gene expression regulation or signal transduction [18,
68]. Today, epistasis remains a poorly understood is-
sue, similarly to polygenic trait genetics itself. Data
have emerged that indicate that epistatic effects should
be taken into consideration when a researcher investi-
gates determination of pigmentation phenotype [2, 15,
28]. Two basic groups of statistical methods may be
distinguished which enable the study of epistasis [70,
103]. The former group includes various regression
variants, amongst which the most popular are linear
and logistic regression. Selection of one of these meth-
ods depends on the type of available data, or, to be
more precise, on the character of the investigated phe-
notype trait that constitutes the explained variable
(a variable of a continuous character suggests the use
of linear regression, while one of a dichotomic charac-
ter prompts the employment of logistic regression).
Eye colour, which is a continuous variable, is, never-
theless, often investigated by logistic regression
through reduction of data to just two categories, e.g.
blue eyes versus non-blue eyes. A low number of data
and a high number of degrees of freedom may lead to
the more frequent occurrence of a type one error,
namely to obtaining false positive results when em-
ploying regression methods. The latter group of meth-
ods includes methods of dimensionality reduction.
This group encompasses the increasingly popular
method of multi-factor dimensionality reduction
(MDR) [79]. MDR enables reduction of a multidimen-
sional model through classifying all the genotypes as
belonging to one of two groups. In consequence, a sin-
gle variable is obtained, which has two multifactorial
categories (“high risk” and “low risk™) that refer to
possession of a given phenotype [41]. The MDR
method is non-parametric and each constructed uni-
dimensional model is evaluated by means of permuta-
tion tests and cross-validation; therefore, the method
may be particularly effective in detection of genetic in-
teractions. In addition to various variants within the
two groups of methods, a method originating from the
sphere of pattern recognition has also been proposed.
Itis based on employing machine learning, and thus on

practical implementation of the concept of artificial
intelligence [80]. So far, however, the method has not
been commonly employed in analysing epistatic
effects.

6. Summary

Of the predicted 127 genes associated with pig-
mentation in humans [9], only a few (MCIR, OCA2,
SLC45A42, ASIP) are well understood with respect to
their polymorphism and its associstion with phenotype
traits. At present, for forensic purposes, it is possible to
predict red hair colour [13, 38]; one may expect that
non-commercial tests allowing eye colour prediction
will appear soon. Numerous new data on potential
genes (genome regions) have been provided by Ge-
nome-Wide Association Studies, which, however,
constitute but the first step on the road leading to iden-
tification of polymorphisms responsible for phenotype
effect. Further detailed investigations, including func-
tional analyses, will allow identification of pinpointed
polymorphisms that are causative variants in pheno-
type determination. When investigating the effect of
genes exerted on pigmentation phenotype, one should
take into consideration not only the possibility of an
additive role of numerous genes, but also of epistatic
effects between these genes. In consequence, such
studies will make it possible to understand the genetic
and molecular mechanisms that are responsible for de-
termination of pigmentation traits in man. The re-
search will also allow reliable prediction of phenotype
traits assuming a minimum number of analyzed poly-
morphic positions. In view of the considerable com-
plexity of prediction analyses (a high number of poly-
morphisms, their varying importance for the pheno-
type and the varying character of their interactions),
statistical processing of their results will require ap-
propriate tools and statistical software, such as use of
the Bayesian network concept.
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BADANIA NAD PREDYKCJA FENOTYPU PIGMENTOWEGO

W ASPEKCIE SADOWYM

1. Wstep

Cechy pigmentacyjne sa dziedziczne, a ich zr6znico-
wanie jest szczegolnie wysokie pomigdzy osobami o rdz-
nym pochodzeniu biogeograficznym (ang. biogeographi-
cal ancestry, BGA) [77]. Identyfikacja BGA moze by¢
przydatna w sprawach kryminalnych, przez co polimor-
fizm gendw pigmentacyjnych stat si¢ przedmiotem badan
w naukach sadowych [33, 112]. Kolejnym powodem ba-
dan jest mozliwo§¢ wykorzystania polimorfizmu genoéw
pigmentacyjnych do predykcji fenotypu pigmentowego.
Badania tego typu bylyby szczegolnie pozyteczne w przy-
padku populacji europejskich, gdzie istnieje wysokie
zrdéznicowanie wewnatrzpopulacyjne pod wzgledem ko-
loru skoéry, wlosow oraz oczu. W przypadku braku lub ni-
skiej wiarygodnosci zeznan $wiadkow na temat sprawcy
przestepstwa, predykcja fenotypu poprzez analiz¢ materia-
hu biologicznego pozostawionego przez przestgpce na
miejscu zdarzenia moze zawgzi¢ grono osob podejrza-
nych, utatwiajac prace $ledczym. Predykcja fenotypu pig-
mentowego moglaby takze by¢ pomocna w antropologii
sadowej. Od wielu lat analiza genetyczna kazdej probki
podlegajacej standardowym badaniom identyfikacyjnym
w laboratorium sadowym wiaze si¢ z oznaczeniem plci
osoby stanowiacej jej zrodto. Wyniki tego prostego testu
0 50% redukuja populacj¢ 0s6b bedacych przedmiotem
zainteresowania organow s$cigania w konkretnych przy-
padkach. Okreslenie dalszych szczegélow fenotypu
sprawcy przestgpstwa byloby z pewnos$cia bardzo uzy-
teczne. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na duze znaczenie
wiarygodnosci informacji, ktore przekazywane sa do in-
stytucji prowadzacych dochodzenie, gdyz wprowadzenie
w blad organdéw $cigania moze dodatkowo utrudni¢ pro-
wadzone $ledztwo. Praktyczne zastosowanie wiedzy
umozliwiajacej predykcje cech fenotypowych musi zatem
by¢ poprzedzone szczegétowymi badaniami o charakterze
asocjacyjnym, funkcjonalnym oraz walidacyjnym [84].

2. Determinacja cech pigmentacyjnych czlowieka
2.1. Fizyczna determinacja cech pigmentacyjnych

Pigmentacja czlowieka jest zdeterminowana przede
wszystkim przez ilo$¢, rodzaj oraz rozmieszczenie barw-
nika melaniny. Barwnik ten jest biopolimerem produko-
wanym w zlozonym procesie biochemicznym zwanym
melanogeneza. Jest on wytwarzany w melanocytach —
specjalnie przystosowanych do tego komorkach, ktore
powstaja z grzebienia nerwowego w drugim miesiacu

zycia ptodowego cztowieka i przedostaja sig¢ (w formie
niedojrzatych melanoblastow) m.in. do skory oraz przed-
niej czgSci blony naczyniowej, czyli teczéwki oka. W sko-
rze melanocyty zlokalizowane sa w warstwie podstawnej
naskorka, a wiec tuz nad skora wlasciwa. W sumie sta-
nowia zaledwie ok. 5% komorek naskdrka, ktdrego
glownym elementem sg keratynocyty. Czgs$¢ z nich prze-
dostaje si¢ dalej do rozwijajacych si¢ mieszkow wiloso-
wych, z ktorych wyrastaja trzony wloséw. Aktywne me-
lanocyty zlokalizowane sa w cebulce wlosowej nieco
powyzej brodawki wlosa i tuz pod populacja keratyno-
cytow tworzacych pozniej istot¢ korowa. Melanocyty
przedostaja si¢ do mieszkdw wlosowych w sposdb nie-
przypadkowy, dzigki oddzialywaniu receptora c-kit z jego
ligandem KITLG znanym réwniez jako czynnik wzrostu
komorek pnia (ang. stem cell factor, SCF) wytwarzanym
przez komorki cebulki wlosowej [81, 86]. Melanocyty
z mieszkow wlosowych réznia si¢ od melanocytow sko-
ry — sa wigksze, maja wigcej wypustek dendrytycznych
1 wytwarzaja wigksze melanosomy [86]. Warto wspom-
nie¢, ze melanocyty naskorka oraz melanocyty mieszka
wlosowego dziataja w sposob niezalezny. Juz w 1908 ro-
ku Holmes i Loomis odnotowali, ze dziedziczenie koloru
oczu 1 wlosow jest do pewnego stopnia niezalezne [47].
Nietrudno zauwazy¢, ze w populacjach o pochodzeniu
europejskim istnieja osobnicy o czarnych wiosach i jas-
nej skorze oraz przeciwnie, jasnych wlosach i ciemnej
skorze. Z badan przeprowadzonych przez Branickiego
iin. (2008) wynika, ze 16% osobnikéw badanej populacji
polskiej posiadato czarne wlosy, a przy tym jasny typ
skory [12]. Robins (2005) przedstawit skrajny przyktad
Aborygenow, wsrod ktorych zdarzaja si¢ dzieci posia-
dajace catkowicie jasne wlosy, ktére ciemnieja dopiero
w okresie ich dojrzewania. Skora tych osob pozostaje
przy tym ciemna przez cale zycie [81].

Proces melanogenezy zachodzi w specjalnych struk-
turach cytoplazmatycznych melanocytow zwanych mela-
nosomami. W eumelanosomach wytwarzana jest czar-
no-brazowa odmiana melaniny zwana eumelanina, na-
tomiast w feomelanosomach powstaje typ czerwono-zo6t-
ty zwany feomelaning. Dojrzate melanosomy sa nastep-
nie wydzielane do keratynocytow. W przypadku skory
wyodrebnia si¢ tzw. jednostke melaninowa naskorka zto-
zona z melanocytu oraz kilkudziesigciu keratynocytow,
do ktorych trafia wytwarzany pigment. Synteza pigmentu
wlosow zachodzi w mieszku wtosowym [86] w tzw. jed-
nostce pigmentowej mieszka wlosowego ztozonej z me-
lanocytow, keratynocytow oraz fibroblastow brodawki
wlosa. Podobnie jak w przypadku skory, eumelanina i feo-
melanina wytworzone w melanocytach sa transportowa-
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ne do keratynocytow, ktore we wlosie tworza istotg ko-
rowa oraz istote rdzenna. Zasadnicza cze$¢ pigmentu
trafia przy tym do kory wlosa, w nieco mniejszym stop-
niu do rdzenia, a nieznaczna tylko ilo§¢ do powloczki
trzonu wlosa. Proces syntezy pigmentu odbywa si¢ wy-
lacznie w fazie anagenu, a wigc w fazie wzrostu wtosa.
Wraz z wiekiem obniza si¢ liczba melanocytow w skorze
oraz mieszkach wlosowych, co w przypadku wlosow wia-
ze si¢ z siwieniem. Co ciekawe, zmniejszajaca si¢ liczba
melanocytow nie prowadzi do jasnienia skory, a wrecz
przeciwnie, z wiekiem obserwuje si¢ odwrotng tenden-
cje [81]. W przypadku osobnikéw o pochodzeniu euro-
pejskim oraz azjatyckim melanosomy w keratynocytach
wystepuja glownie w kompleksach, u 0os6b pochodzenia
afrykanskiego natomiast sa rozproszone pojedynczo. Wy-
daje sig¢ zatem, ze geny odpowiedzialne za tworzenie me-
lanosoméw moga mieé istotne znaczenie w kontekscie
réznic fenotypu pigmentowego u cztowieka.

O kolorze oczu decyduje rozmieszczenie i zawartos¢
melanocytow znajdujacych si¢ w blonie naczyniowej oka,
a w zasadzie jej przedniej czgsci zwanej tgczowka [93].
Najbardziej wewngtrzna warstwa tgczéwki, czyli nablo-
nek pigmentowy teczowki sktada sig z ciasno utozonych
komorek zawierajacych pigment, ale rozmieszczenie pig-
mentu w tej warstwie jest jednakowe u 0sob posiadaja-
cych rozny kolor oczu. Zewngtrzna warstwa teczowki,
czyli warstwa przednia zrgbu teczowki zlozona jest
z tkanki tacznej, fibroblastow oraz melanocytow zawie-
rajacych melaning zgromadzona w melanosomach. To
wlasnie ta warstwa ma, jak si¢ przyjmuje, decydujace
znaczenie dla koloru oczu [50]. Nie stwierdzono roéznic
co do liczby samych melanocytéw w przypadku poszcze-
gblnych kolorow oczu. Wykazano natomiast, ze réznice
zwigzane s3 z liczba melanosomow 1 ilo$cia oraz rodza-
jem samego pigmentu, a wigc z aktywnoscia melanocy-
tow. Wakamatsu i in. (2008) wykazali, ze w przypadku
jasnego koloru oczu ilo$¢ eumelaniny jest nizsza niz
w przypadku ciemniejszego koloru oczu. Odwrotny, choé
nieznaczacy statystycznie efekt, uzyskano dla feomela-
niny [106]. Osobnicy albinotyczni w ogdle nie posiadaja
pigmentu, a ich oczy moga si¢ wydawac rézowe za spra-
wa $wiatta odbijajacego si¢ od naczyn krwiono$nych.

2.2. Podstawowe geny zwiazane z procesem
melanogenezy

Synteza pigmentu jest ztozonym procesem bioche-
micznym, w ktdry zaangazowanych jest wiele biatek en-
zymatycznych, strukturalnych, regulatorowych, transpor-
tujacych, receptorowych oraz ich ligandow. Jak napisano
wczesniej, melanogeneza zachodzi w strukturach mela-
nocytow podobnych do lizosoméw zwanych eumelano-
somami oraz feomelanosomami. Dojrzale eumelanoso-
my roznia si¢ od feomelanosomoéw elipsoidalnym ksztat-
tem (feomelanosomy maja ksztatt sferyczny) i blaszko-

wata struktura (ang. lamellae) [53]. Wiadomo, ze melani-
na bedaca silnym akceptorem elektrondw moze neutra-
lizowac¢ wolne rodniki i zabezpiecza¢ w ten sposob ko-
morki przed uszkadzaniem DNA [81]. Zasadniczo nie ma
watpliwosci co do tego, ze eumelanina ma charakter foto-
protekcyjny. Z niektorych badan wynika natomiast, ze
feomelanina moze dziata¢ przeciwnie, uwrazliwiajac
tkanki na dziatanie promieni UV oraz powstajacych wol-
nych rodnikéw, cho¢ efekt ten moze rowniez by¢ wy-
wotany posrednio poprzez obnizenie poziomu cysteiny
w zwiazku z sama synteza feomelaniny [1, 87, 101].
Pierwszy etap syntezy obu form melaniny jest katalizo-
wany przez tyrozynazg (TYR) stanowiaca w zwiazku
z tym kluczowy enzym procesu melanogenezy. Etap ten
polega na podwdjnym utlenianiu tyrozyny, w wyniku
czego powstaje dopachinon. Kolejne etapy sa juz od-
mienne dla szlaku syntezy eumelaniny i feomelaniny. Do
syntezy tej drugiej niezbgdna jest obecnos¢ jeszcze jed-
nego aminokwasu — cysteiny (rycina 1). Istotng rolg
w procesie melanogenezy petni produkt genu MCIR — re-
ceptor siedmiokrotnie przechodzacy przez btong melano-
cytu zwiazany z biatkiem G. Po jego aktywacji przez
hormon melanotropowy o-MSH dochodzi do wzrostu
stezenia c-AMP i pozytywnej regulacji syntezy eumela-
niny. U myszy antagonistg receptora Mclr jest produkt
genu Asip, ktory pozytywnie reguluje syntezg feomela-
niny. Istnieja prace, ktére sugeruja podobna role genu
ASIP u cztowieka [5, 56]. Jak dotad poznano réwniez
funkcje kilku innych genéw zwiazanych z procesem me-
lanogenezy 1 dystrybucji pigmentu. Gen SLC4542 jest
prawdopodobnie odpowiedzialny za transport i wewnatrz-
komorkowe przetwarzanie tyrozynazy [21]. Produkt ge-
nu OCA?2 jest integralnym bialkiem blony melanosomu
odpowiedzialnym za transport aniondéw, a wigc regulacje
pH wewnatrz melanosoméw [74]. Geny SLC24A45,
SLC24A4 1 TPCN2 naleza do grupy transporteroéw wap-
nia, ktorego stgzenie ma istotne znaczenie dla procesu
melanogenezy oraz rozwoju melanosomow [61, 96].
KITLG kodujacy ligand receptora kinazy tyrozynowe;j
KIT ma znaczenie z punktu widzenia migracji i rozwoju
melanocytow [109]. Gen MYO5A4 jest zaangazowany
w proces transportu melanosomoéw. Geny 7YRP! oraz
DCT (znany rowniez jako TYRP2) sa zaangazowane
w szlak syntezy eumelaniny. Typ (eumelanina, feomela-
nina), ilo$¢ oraz rozmieszczenie melaniny ma decydujace
znaczenie dla koloru skory, oczu oraz wloséw, a wige
mutacje w wymienionych genach moga mie¢ istotny
wplyw na pigmentacjg.

3. Mapowanie genetyczne
Mapowanie genetyczne prowadzi si¢ w oparciu

o dwie podstawowe metody, tj. analiz¢ sprzgzen oraz ba-
dania asocjacyjne [104]. Pierwsza z nich jest stosowana
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od bardzo wielu lat i dobrze sprawdza si¢ zwtaszcza przy
poszukiwaniu genow odpowiedzialnych za determinacje
cech o duzym stopniu penetracji (wysokim odsetku osob-
nikow posiadajacych okre$lony wariant, u ktérych wy-
stgpuje dana cecha) i dziedziczeniu recesywnym. Druga
metoda uzyskata duze znaczenie w ostatnich latach, sta-
jac sig szczego6lnie uzyteczna do analizy cech ztozonych.
Obie metody polegaja na wykorzystaniu zjawiska gene-
tycznego zwanego nierdwnowaga sprz¢zen (ang. linkage
disequilibrium) przejawiajacego si¢ istnieniem haploty-
pow, a wigc wspolnym dziedziczeniem segmentow chro-
mosoméw. Do przeprowadzenia obu analiz konieczne
jest zastosowanie markerow genetycznych o zdefiniowa-
nej lokalizacji w genomie czlowieka. Analiza sprzezen
prowadzona jest najczeéciej w oparciu o charakteryzu-
jace si¢ wysokim polimorfizmem sekwencje mikrosate-
litarne, a badania asocjacyjne o polimorfizmy typu SNP.
W przypadku analizy sprzgzen probki badawcze po-
chodza od cztonkéw rodzin, z ktérych wigeej niz jeden
posiada analizowany efekt fenotypowy (moze to byc
okreslona choroba lub cecha fizjologiczna). W przypad-
ku cech o prostym dziedziczeniu mendlowskim mozna
stosowac standardowa metode analizy sprz¢zen znana
jako metoda parametryczna. Jej zastosowanie wiaze si¢
z okres$leniem modelu genetycznego, w ktorym koniecz-
nie nalezy uwzgledni¢ m.in. sposob dziedziczenia. Zde-
finiowanie modelu genetycznego jest jednak trudne lub
niemozliwe w przypadku cech poligenicznych. Wtedy
stosuje si¢ inny wariant analizy sprzgzen zwany niepara-
metrycznym [23, 83]. W praktyce powszechnie stosowa-
nym rozwiazaniem jest genotypowanie rodzenstwa,
u ktorego pojawia si¢ badany fenotyp. Celem badan jest
odnalezienie markera genetycznego segregujacego w ro-
dzinie w ten sam sposob jak badana cecha fenotypowa.
Odnalezienie takiego markera pozwala nastgpnie na przy-
jecie zatozenia, ze w jego poblizu znajduje si¢ pozycja
polimorficzna majaca znaczenie funkcjonalne. Roz-
dzielczo$¢ tej metody nie jest duza, co wiaze si¢ z konie-
cznoscig prowadzenia dalszych szczegélowych badan
pozwalajacych na ostateczne odnalezienie /ocus odpo-
wiedzialnego za determinacjg okreslonej cechy. To wias-
nie analiza sprzezen pozwolita miedzy innymi na ustale-
nie, ze loci zwiazane z dziedziczeniem koloru oczu sa zlo-
kalizowane w okre§lonym obszarze chromosomu 15 [27].
Ogolna zasada badan asocjacyjnych jest rowniez pro-
sta, analiz¢ prowadzi si¢ dla dwoch grup oséb niespo-
krewnionych, z ktérych pierwsza posiada efekt feno-
typowy, a druga stanowi tzw. grupg kontrolna, bez efek-
tu. Wykazanie, ze jeden z alleli jest statystycznie czgstszy
w grupie osobnikow posiadajacych badany efekt fenoty-
powy niz w grupie kontrolnej pozwala na przyjegcie hipo-
tezy, ze w obszarze, w ktérym polozony jest marker,
moze znajdowac si¢ locus odpowiedzialny za determina-
cj¢ analizowanej cechy. Istotno$¢ statystyczna réznic
czgsto$ci mozna wykaza¢ na przyktad za pomoca pro-

stego testu % lub metod regresji. Zastosowanie tej dru-
giej metody umozliwia testowanie modeli uwzglednia-
jacych wiele zmiennych. Metody statystyczne znajdujace
zastosowanie przy analizach asocjacyjnych w przystepny
sposob przedstawit Balding (2006) [3]. Mimo, Ze roz-
dzielczo$¢ badan asocjacyjnych jest wyzsza niz w przy-
padku analizy sprzezen, to w przeszlosci zastosowanie
metody badan asocjacyjnych musiato by¢ ograniczone
wzgledami technicznymi do wyselekcjonowanych ob-
szarow chromosoméw (badania asocjacyjne tzw. gendw
kandydujacych) [46]. Mogly one wtedy stanowi¢ kolejny
etap na drodze do identyfikacji genu, a nawet konkret-
nego polimorfizmu odpowiedzialnego za determinacje
badanej cechy. Badania asocjacyjne, w ktorych skoncen-
trowano si¢ na regionie wskazanym przez uprzednia ana-
lizg¢ sprzgzen, pozwolity na precyzyjna identyfikacjeg
dwdch polimorfizméw w genie OCA2 zlokalizowanym
w chromosomie 15 zwiazanych z dziedziczeniem koloru
oczu [76]. Obecnie, kiedy mozliwa jest jednoczesna analiza
setek tysigcy markerow, nie ma przeszkdd, aby metode ba-
dan asocjacyjnych stosowa¢ rowniez w charakterze prze-
siewowym (W zastgpstwie lub w potaczeniu z analiza sprzg-
zen) [np. 57]. Badania tego typu nazywa si¢ badaniami
asocjacyjnymi w skali calego genomu (ang. genome wide
association studies, GWAS). Polegaja one na analizie okoto
300 tysigey (obecnie nawet ponad 900 tysigcy; www.affy-
metrix.com) pozycji typu SNP regularnie rozmieszczonych
w calym genomie i pozwalaja na wykrycie regionow, ktore
wykazuja zwiazki z badana cecha fenotypowa. Badania
prowadzi si¢ z zastosowaniem techniki mikromacierzy
DNA (www.illumina.com; www.affymetrix.com). Badania
asocjacyjne stanowia skuteczna metode mapowania gene-
tycznego rowniez w przypadku alleli o niskiej penetracji
zwiazanych z cechami o dziedziczeniu wielogenowym
[np. 42, 96, 108].

4. Geny zwiazane z pigmentacja czlowieka

4.1. Identyfikacja genéw zwiazanych z pigmentacja
cztowieka

Wigkszos$¢ cech fenotypowych czlowieka to cechy
o charakterze poligenicznym. Poznanie sekwencji DNA
cztowieka [62] umozliwito szybki wzrost liczby danych
dotyczacych zmiennoS$ci charakterystycznej dla popula-
cji o réznym pochodzeniu biogeograficznym. Utatwito to
prowadzenie roznego typu badan, m.in. nad presja selek-
cyjna dzialajaca na rézne obszary genomu cziowiecka
oraz korelacja pomigdzy poszczegodlnymi wariantami ge-
netycznymi a r6znego typu cechami ztozonymi. Mozliwe
stato sig¢ bardziej efektywne odnajdywanie regiondw DNA
zwiazanych z efektem fenotypowym oraz ustalanie tak
zwanych genéw kandydujacych o potencjalnie istotnej
roli w determinacji cech. Z dwoch podstawowych metod
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mapowania genetycznego bardziej uzyteczna w kontek-
Scie cech o dziedziczeniu wielogenowym (o $rednim lub
stabym efekcie fenotypowym) jest metoda badan asocja-
cyjnych. Szczegdlne sukcesy odnosi (takze w kontekscie
cech pigmentacyjnych) metoda badan asocjacyjnych
GWAS. Jak wspominano wczesniej, synteza i dystrybu-
cja pigmentu jest ztozonym procesem biochemicznym
i komorkowym. Przypuszcza sig, ze naturalna zmiennos$¢
cech pigmentacyjnych moze pozostawac¢ pod kontrola az
127 gendw [9]. Jak dotad lepiej poznano zaledwie kilka
z nich. Identyfikacjg niektorych genéw zaangazowanych
w proces pigmentacji utatwily ich zwiazki z dziedzicze-
niem skrajnych fenotypoéw pigmentowych, np. albinizmu
oczno-skornego. Dziedziczenie to ma charakter men-
dlowski i jest przez to stosunkowo proste do badania.
Brak funkcjonalnosci jednego tylko genu sprawia, ze
przerwany zostaje istotny szlak metaboliczny, co unie-
mozliwia lub znacznie ogranicza syntezg pigmentu. Do-
tychczas opisano cztery geny odpowiedzialne za rdzne
formy albinizmu oczno-skérnego u cztowieka [39]. Gen
tyrozynazy (TYR; MIM: 606933) jest odpowiedzialny za
dwie rézne formy albinizmu, w tym najci¢zsza, tj.
OCAT1A (ang. oculocutaneous albinism type 1A). Druga
forma OCAI1B jest nieco lagodniejsza, a u pacjentow
moze pojawic si¢ po pewnym czasie niewielka ilo$¢ pig-
mentu. Lagodniejsza posta¢ kliniczna zwigzana jest row-
niez z mutacjami wywotujacymi albinizm typu OCA2
(gen OCA2; MIM: 611409) oraz OCA4 (gen SLC45A2;
MIM: 606202). Albinizm typu OCA3 wywotany jest mu-
tacjami w genie TYRPI (ang. tyrosinase related protein 1;
MIM: 115501) i przejawia si¢ rudym kolorem wlosow
oraz rudawym odcieniem skory u Afrykandw [39]. Skoro
produkty tych genéw petnia tak kluczowe funkcje w pro-
cesie syntezy melaniny, to wydaje sig, ze logiczne jest
uznanie ich za geny kandydujace w badaniach nad natu-
ralnym zroéznicowaniem pigmentacji cztowieka.

4.2. Geny wykazujace korelacjg z fizjologiczna
zmiennos$cia cech pigmentacyjnych

W tabeli I przedstawiono geny, dla ktérych odnotowa-
no zwiazki z fenotypem pigmentowym cztowieka. Pierw-
szym i najlepiej jak dotad zbadanym genem o istotnym
znaczeniu dla naturalnej zmiennosci pigmentacji czlo-
wieka jest gen MCIR (MIM: 155555). Jest on ztozony
z pojedynczego eksonu o dtugosci 951 pz kodujacego
biatko receptora dla melanokortyny typu 1. W 1995 roku
Valverde i in. przeanalizowali zmienno$¢ sekwencji genu
MCIR odnotowujac, ze zmutowane allele przede wszyst-
kim pojawiaja si¢ u osobnikow o rudym kolorze wlosow
oraz jasnej skorze [101]. Podobne badania przeprowa-
dzono nastegpnie dla wielu populacji na §wiecie, potwier-
dzajac tamte wnioski [11, 13, 43, 54, 73, 75]. Gen MCIR
jest glownym genem odpowiedzialnym za determinacj¢
fenotypu przejawiajacego si¢ rudym kolorem wloséw

oraz jasng skora, ktory okreslono mianem fenotypu RHC
(ang. red hair colour). W genie MCIR opisano ponad
60 miejsc polimorficznych niesynonimicznych lub non-
sensownych [34]. Wsrdd nich wyrdzniono dwie istotne
z punktu widzenia predykcji fenotypu grupy mutacji, kto-
re oznaczono jako R — o istotnej roli w determinacji fe-
notypu RHC — oraz r, o nizszym stopniu korelacji z tym
fenotypem [55, 91]. Pierwotna lista wariantoéw oznaczo-
nych jako R ograniczata si¢ do czterech pozycji typu
SNP, tj. rs1805006 (D84E), rs1805007 (R151C),
rs1805008 (R160W) oraz rs1805009 (D294H). Zostata
ona rozszerzona o warianty rs11547464 (R142H),
rs1110400 (I155T) oraz wszystkie mutacje o charakterze
nonsensownym, np. 86insA. Wsroéd pozycji r wyrdznia
sie¢ rs1805005 (V60L), 1s2228479 (VI92M) oraz
rs885479 (R163Q). Badania funkcjonalne, ktére prze-
prowadzono dla najistotniejszych polimorfizméw zwia-
zanych z fenotypem RHC potwierdzily, ze mutacje
R142H,R151C,R160W i D294H prowadza do obnizenia
efektywnosci dziatania receptora (ang. diminished func-
tion mutations) [8, 44]. Nie do konca jasny jest mecha-
nizm dzialania tych mutacji i jak si¢ wydaje, moze on by¢
rozny w przypadku roznych polimorfizméw. Rzeczywi-
scie, dla alleli V6OL, D84E, R151C, 1155T, R160W
i R163Q zaobserwowano znaczaco obnizona ekspresj¢
receptora na powierzchni komorek, a efekt ten nie wyste-
powat dla alleli R142H i D294H. Wykazano, ze w przy-
padku pierwszej grupy mutacji obnizenie wydajnosci
syntezy cAMP jest proporcjonalne do nizszej ekspresji
w blonie komorkowej. W przypadku dwoch pozostatych
mutacji efekt ten moze by¢ wywotany stabszym wiaza-
niem bialka G lub stabszym powinowactwem do agonisty
receptora, czyli hormonu a-MSH [7, 8]. Potwierdzono,
ze fenotyp RHC w duzej mierze dziedziczony jest w spo-
sob recesywny, lecz jednoczesnie efekt mutacji w genie
MCIR jest ilo$ciowy, a wigc osoby posiadajace juz jeden
zmutowany allel maja z reguly jasniejsza skorg, za$ jego
efekt moze réwniez manifestowac si¢ na przyktad po-
przez czgsciowo rude wlosy w zaros$cie u mezczyzn czy
tez poprzez obecnos¢ piegdw [31, 91]. Nieliczne hetero-
zygoty R/0 (jeden allel niezmutowany) moga rowniez
charakteryzowac si¢ fenotypem RHC. Zwiazek mutacji
w genie MCIR z piegami potwierdzono nie tylko dla po-
pulacji europejskiej [5], ale takze azjatyckiej [69]. Prak-
tyczna uzytecznos$¢ analizy polimorfizmu genu MCIR
potwierdzono w pracach o charakterze sadowym [16,
38]. Homozygoty posiadajace dwa zmutowane allele R
oraz ztozone heterozygoty R/R w zdecydowanej wigk-
szos$ci przypadkow posiadaja fenotyp RHC. Ze wzgledu
na wzglednie wysoka czgsto$¢ w populacji najwazniejsze
z punktu widzenia dziedziczenia fenotypu RHC sa po-
zycje R151C oraz R160W. Te dwa miejsca polimorficz-
ne oraz pozostate pozycje R maja duze znaczenie pre-
dyktywne, zwlaszcza w populacjach zamieszkujacych
Europg potnocna. W populacji polskiej okoto 97% osob
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o genotypach 151C/151C, 160W/160W, 151C/160W po-
siadato rudy kolor wlosow [13]. W Wielkiej Brytanii
(a zwlaszcza w Irlandii), gdzie odsetek osob o fenotypie
RHC jest znaczacy, analiz¢ zmiennosci tego genu zasto-
sowano w niektorych przypadkach sadowych, uzyskujac
w ten sposob wazne dane o charakterze operacyjnym,
ktoére pozwolily na ukierunkowanie prowadzonego $ledz-
twa [99]. Pastorino i in. (2004) zbadali populacj¢ wtoska,
odnotowujac przypadki, w ktorych osoby o dwoch zmu-
towanych allelach R nie posiadaty charakterystycznego
fenotypu RHC. Nasuwa si¢ wniosek, ze w populacjach
o ciemniejszej pigmentacji efekt genu MCIR moze by¢
maskowany przez inne geny [73]. Nie potwierdzono jed-
noznacznie wptywu mutacji w genie MCIR na kolor
oczu. Wigkszo$¢ badan wskazuje jednak, ze mutacje
w tym genie nie wplywaja na kolor tgczowki oka u czlo-
wieka [13, 31, 32]. Gen MCIR z pewnoscia wykazuje
efekt plejotropowy. Udowodniono jego rolg w dziedzi-
czeniu predyspozycji do nowotworow skory, w tym czer-
niaka ztosliwego [np. 17, 100]. Przewaza przy tym obec-
nie poglad, ze jest to rola niezalezna od wplywu na
sam fenotyp pigmentowy [55]. Wykazano rowniez zwia-
zek mutacji w genie MCIR z odczuwaniem bolu u ko-
biet [67]. Jako ciekawostk¢ mozna odnotowaé, ze poli-
morfizm genu MCIR zbadano takze w kopalnych szczat-
kach Neandertalczyka. Badania wykazaly istnienie po-
limorfizmu (niespotykanego u czlowieka wspotczesne-
g0), ktéry nalezatoby zaliczy¢ do mutacji odpowiedzial-
nych za determinacj¢ fenotypu RHC. Wyniki wskazuja,
ze Neandertalczycy, podobnie jak przedstawiciele Homo
sapiens, mogli charakteryzowac¢ si¢ zréznicowaniem fe-
notypu pigmentowego, co stanowitoby przyklad row-
nolegtej ewolucji tych dwoch form ludzkich [60].

Krude i in. (1998) opisali mutacj¢ w trzecim eksonie
genu POMC (MIM: 176830) prowadzaca do jego przed-
wczesnej terminacji i w efekcie braku produktéw eks-
presji: hormonu adrenokortykotropowego ACTH, hor-
monu melanotropowego o-MSH oraz B-endorfiny.
Oproécz réznych nieprawidlowos$ci pacjenci charaktery-
zowali si¢ takze fenotypem RHC, co potwierdzito klu-
czowe znaczenie aktywacji receptora MCIR przez
pelniacy rolg jego agonisty hormon a-MSH dla procesu
syntezy eumelaniny [59]. Niedawno Hoéiom i in. (2008)
opisali nowe mutacje w genie POMC u 0s6b o fenotypie
RHC, ktorzy nie posiadali mutacji w genie MCIR, mo-
zliwe wigc, ze gen ten jest istotniejszym determinantem
rudego koloru wloséw niz pierwotnie sadzono. Problem
ten wymaga jednak dalszych badan [48]. Innym genem,
ktory moze by¢ odpowiedzialny za determinacjg feno-
typu RHC, jest gen ASIP (MIM: 600201). Badania nad
modelem mysim dowiodty, ze produkt genu Asip jest na-
turalnym antagonista receptora Mclr [65]. Ludzki gen
ASIP ztozony jest z trzech eksonow podlegajacych trans-
lacji, ktore koduja biatko o dlugosci 132 aminokwasow.
Kanetsky i in. (2002) zbadali zmienno$¢ genu ASIP i wy-

kazali zwiazek pozycji rs6058017 (A8818G) w regionie
niepodlegajacym translacji na koncu 3’ (3°UTR) z feno-
typem pigmentowym cztowieka [56]. W populacji zba-
danej przez nich allel G wykazywatl korelacj¢ z ciem-
niejszym kolorem wloséw oraz oczu. Zaproponowali oni
mechanizm uwzgledniajacy rolg regionu 3°’UTR w stabi-
lizacji mRNA, zgodnie z ktorym allel G miatby prowa-
dzi¢ do destabilizacji transkryptu, co obnizatoby stgzenie
antagonisty ASIP, a w konsekwencji pozytywnie regulo-
walo syntez¢ eumelaniny. Obnizone st¢zenie mRNA dla
allelu G zostatlo potwierdzone eksperymentalnie przez
Voisey i in. (2006). Grupa ta wykazala réwniez statys-
tycznie istotne roznice w czgstosciach alleli A 1 G w po-
pulacjach Europejczykéw i u Aborygendw oraz potwier-
dzita zwiazek allelu G z ciemniejszym kolorem wioséw
u 0s6b o pochodzeniu europejskim [105]. Roznice czgs-
tosci alleli pomigdzy osobnikami wywodzacymi si¢ z Eu-
ropy, Azji i Afryki wykazali wezesniej Zeigler-Johnson
iin. (2004) [113], a potwierdzili takze inni [10]. Nie we
wszystkich populacjach potwierdzono jednak zwiazek
allelu 8818G z ciemniejsza pigmentacja[17, 32, 63]. Wy-
niki szerokich badan przeprowadzonych przez Nortona
i in. (2007) wskazuja, ze réznice w czgstosSciach poli-
morfizmu A8818G odzwierciedlaja raczej podziat na po-
pulacje afrykanskie i nieafrykanskie, a nie na populacje
o0 jasniejszej 1 ciemniejszej pigmentacji [72]. Kolejny po-
$redni dowdd na zwiazek genu ASIP z fenotypem RHC
przedstawili Sulem i in. (2008). Wykazali oni zwiazek
haplotypu w regionie, w ktorym zlokalizowany jest gen
ASIP (pozycje rs1015362 i rs4911414) z rudym kolorem
wlosow, piegami oraz wrazliwo$cia na poparzenia sto-
neczne [95]. Ta sama grupa badawcza stwierdzila row-
niez zwiazek tych pozycji z podatnoscia na nowotwory
skory [40].

Gen OCA2, poza wspomniana powyzej rola w dzie-
dziczeniu albinizmu oczno-skornego, jest jednym z istot-
nych genow ksztattujacych zmienno$¢ koloru teczowki
oka u cztowieka. Na poczatku 20. wieku, kiedy zrozu-
miano znaczenie prac Grzegorza Mendla dotyczacych re-
gut dziedziczenia [66], zmienno$¢ w kolorze oczu pro-
bowano wyjasni¢ za pomoca genetyki mendlowskiej [22,
49]. Dzi$ wiadomo, ze kolor oczu to cecha o charakterze
poligenicznym. Analiza sprzgzen przeprowadzona przez
Eibergaiin. (1996) wykazata, Ze za determinacjg fizjolo-
gicznej zmienno$ci w kolorze oczu odpowiedzialne sa co
najmniej trzy loci [27] — zlokalizowany w chromosomie
19 locus, ktory oznaczono EYCL1 (GEY) oraz dwa loci
w chromosomie 15, tj. EYCL2 (BEY1) oraz EYCL3
(BEY2). Eiberg i in. (1996) zasugerowali takze, ze za lo-
cus EYCL3 moze kry¢ sie gen OCA2 znany wtedy jako
gen P. Gen OCA?2 jest ztozony z 24 eksonow, ktore ko-
duja biatko o dhugosci 838 aminokwaséw wchodzace
w sktad btony komoérkowej melanosomu. Rolg genu
OCA2 w dziedziczeniu koloru oczu potwierdzili Rebbeck
i in. (2002). Przeprowadzone badania asocjacyjne wy-
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kazaty, ze dwie pozycje niesynonimiczne rs1800401 oraz
rs1800407 w tym genie moga mie¢ niezalezny wplyw na
kolor teczowki oka u cztowieka [76]. Frudakis i in.
(2003) wyselekcjonowali geny kandydujace i przeanali-
zowali 754 polimorfizmy typu SNP zardéwno w obrgbie
znanych genow pigmentacyjnych, jak rowniez w innych
miejscach genomu, w tym w genach odpowiedzialnych
za metabolizm ksenobiotykéw. Badania te potwierdzity
istotna rolg¢ w determinacji koloru oczu obszaru chromo-
somu 15, na ktérym zlokalizowany jest gen OCA2 [32].
Mapowanie genetyczne metoda analizy sprzgzen prze-
prowadzone przez Zhu i in. (2004) réwniez wskazato na
ten sam obszar genomu czlowicka. Na podstawie uzys-
kanych wynikow badan zasugerowano, ze za okoto 70%
zmiennosci w kolorze oczu u cztowieka odpowiada jeden
gen, tj. OCA2 [114]. Dalsze badania prowadzone nad ge-
nem OCA?2 wykazaly, ze istotng rolg dla pigmentacji od-
grywaja trzy pozycje nukleotydowe zlokalizowane w in-
tronie 1 [25], co wskazywalo na istotna rol¢ regulacji eks-
presji genu OCA2 w determinacji tej cechy. Branicki i in.
(2008) przeanalizowali kilkanascie pozycji SNP w genie
OCA_2 i stosujac metodg skanowania drzew filogenetycz-
nych [98], uwzgledniajaca genealogiczne pokrewien-
stwo pomigdzy haplotypami wykazali, ze jedna pozycja,
tj. niesynonimiczna zmiana rs1800407 (R419Q) ma
istotne znaczenie w determinacji koloru oczu. Badania
potwierdzity réwniez wczesniejsze wyniki sugerujace
zwiazek tej mutacji z zielonym kolorem oczu. Wykazano
przy tym tez, ze polimorfizm ten odpowiada za zaledwie
4% zmiennosci w kolorze teczowki oka charakterystycz-
nej dla badanej populacji [14]. Poniewaz w badaniach
uwzgledniono wszystkie niesynonimiczne zmiany w ge-
nie OCA?2 charakteryzujace sig istotnym poziomem czg-
stosci, taki wynik posrednio potwierdzit sugerowana
przez Duffy’ego i in. (2007) rolg regulacji ekspresji genu
w determinacji zmiennosci tgczowki oka. Sulem i in.
(2007), analizujac wyniki swoich szerokich badan typu
GWAS, sformutowali hipotezg, ze w tym regionie ge-
nomu dla determinacji fenotypu pigmentowego klu-
czowe znaczenie moze mie¢ efekt interakcji pomigdzy
dwoma sasiadujacymi genami HERC2 (MIM: 605837)
oraz OCA2 [96]. Gen HERC2 byt wczes$niej wiazany
z syndromami Angelmana i Pradera-Williego, w ktorych
czgsto obserwuje si¢ hypopigmentacjg¢ [71], a ponadto
jego interakcje z genem OCA2 postulowano w zwiazku
z badaniami prowadzonymi na myszach [107].

HERC? jest duzym genem ztozonym z 93 eksonow,
o bardzo konserwatywnej strukturze, kodujacym biatko
o dlugosci 4834 aminokwasow [52]. Poza tym niewie-
le niestety wiadomo na temat funkcji genu HERCZ.
W 2008 roku dwie niezalezne grupy badaczy niemal jed-
noczesnie wykazaty, ze gen HERC2 moze pehi¢ funkcje
regulatorowa wzgledem genu OCA2 [57,92]. Wydaje si¢
przy tym, ze Sturm i in. (2008) odnalezli polimorfizm,
ktéry moze mie¢ efekt funkcjonalny. Pozycja polimor-

ficzna rs12913832 potozona jest w konserwatywnym in-
tronie 86 genu HERC2, w ktorym znajduja si¢ miejsca
wiazania czynnikow transkrypcyjnych [92]. Eiberg i in.
(2008) przedstawili wyniki badan eksperymentalnych
o charakterze funkcjonalnym, ktore wskazuja, ze sekwen-
cja w obszarze pozycji rs12913832 moze pehic rolg wy-
gaszacza ekspresji. Test mobilnosci (ang. mobility shift
assay) wykazat, ze dwa allele w tej pozycji maja rézne
powinowactwo wzgledem czynnikéw biatkowych, a wigc
moga z rozng sitag wiaza¢ czynniki transkrypcyjne [28].
Branicki i in. (2009) przeanalizowali pig¢ postulowanych
kluczowych pozycji dla dziedziczenia niebieskiego lub
brazowego koloru oczu w genach OCA2 oraz HERC?2
i poprzez wieloczynnikowa regresje logistyczna oraz anali-
zg haplotypow wykazali, ze najwigksze znaczenie ma
SNP rs12913832. Badania wykazaly, ze efekt tej pozycji
nie jest ograniczony do koloru oczu, ale réwniez ma ona
wplyw na pozostate cechy pigmentowe. Potwierdzity one
takze spostrzezenie m.in. Holmes i Loomis z 1908 roku
[47] na temat recesywnego charakteru alleli odpowie-
dzialnych za determinacjg jasniejszych cech pigmenta-
cyjnych [15]. Z przeprowadzonych badan wynika row-
niez, ze pozycja rs1800407 w genie OCA2 pozostaje
w niezalezny sposdb zwiazana z dziedziczeniem koloru
oczu, pelniac rolg modulujaca wzgledem pozycji
rs12913832 w genie HERC? [15, 92]. Analiza polimor-
fizmu rs12913832 pozwala na predykcje¢ koloru teczowki
oka na bardzo ogdlnym poziomie niebieski — brazowy.
Konieczne sa dalsze badania, ktore powinny zwigkszy¢
wiarygodno$¢ oraz precyzje przysztego testu do predyk-
cji koloru oczu, wydaje si¢ jednak, ze jest to kolejna ce-
cha, ktora juz niedlugo moze podlega¢ wiarygodnej ana-
lizie predykcyjnej.

Gen SLC45A42 znany réwniez jako MATP (ang. mem-
brane associated transporter protein) nalezy do genow
o dobrze udokumentowanej roli w determinacji natu-
ralnej zmienno$ci fenotypu pigmentowego czlowieka.
Gen zlozony jest z siedmiu eksonow i koduje biatko
o dhugosci 530 aminokwaséw. Jak napisano wczesniej,
pewne mutacje w genie SLC45A42 sa odpowiedzialne za
albinizm oczno-skorny typu 4, ktory, co ciekawe, sta-
nowi najczg¢sciej obserwowang forme albinizmu w popu-
lacji japonskiej [51]. Odnotowano, ze polimorfizm
rs16891982 (L374F) moze by¢ uzyteczny do analizy po-
chodzenia biogeograficznego [111, 112]. Wykazano réw-
niez, ze locus SLC45A42 pozostawal pod wpltywem dzia-
tania doboru pozytywnego [np. 64, 88]. Grafi in. (2005)
wykazali korelacj¢ dwoch niesynonimicznych polimorfi-
zmoéw w eksonach 3 oraz 5 z naturalna zmiennoscia ko-
loru skory, wloséw oraz oczu u ludzi pochodzenia euro-
pejskiego. Stwierdzono jednak, ze pozycje rs26722
(E272K) 1 rs16891982 (L374F) sa sprzezone genetycz-
nie. Wywotato to watpliwosci co do ich niezaleznego
wplywu na cechy pigmentacyjne [37]. Han i in. (2008)
stwierdzili, ze pozycja rs16891982 jest zwigzana z kolo-
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rem skory oraz wloséw, a takze wrazliwoscia na popa-
rzenia stoneczne [42]. Rowniez Fernandez i in. (2008)
odnotowali, ze allel L374 statystycznie czg$ciej wystg-
puje u 0sob z ciemniejsza pigmentacja, a co wigcej, petni
rolg ochronng przed nowotworami skory [29]. Branicki
i in. (2008) odnotowali korelacj¢ ancestralnego allelu
L374 wylacznie z ciemniejszym kolorem wloséw, a nie
zaobserwowali zwiazku z kolorem skory oraz oczu. Taki
rezultat moze wynika¢ z niewielkich rozmiaréw badanej
proby populacyjnej w potaczeniu z niska czgstoscia tego
allelu w badanej populacji. Brak powtarzalnosci wyni-
kéw badan asocjacyjnych jest zjawiskiem dosy¢ czgsto
spotykanym i moze wynika¢ rowniez m.in. z réznic mig-
dzypopulacyjnych w czgstosciach alleli oraz struktury
sprzezenia genetycznego, ukrytej substruktury populacji,
a takze interakcji genetycznych [35, 68]. Z przeprowa-
dzonych dotad badan asocjacyjnych nad polimorfizmami
1526722 1 rs16891982 wynika, ze prawdopodobnie tylko
drugi jest zwiazany z determinacja fenotypu pigmento-
wego, a efekt pierwszej mutacji jest wynikiem sprz¢zenia
[12, 37, 42]. Takze Soejima i in. (2006) po przeprowa-
dzonej analizie nad ewolucyjnym stanem alleli w tych
pozycjach nukleotydowych zasugerowali, ze efekt feno-
typowy zwiazany jest wylacznie z pozycja rs16891982
[88]. Stokowski i in. (2007) wykazali, ze gen SLC4542
(polimorfizm rs16891982) wykazuje korelacjg z kolorem
skéry w populacji poludniowoazjatyckiej [89]. Sugerowa-
na przez Graf'i in. (2007) rola sekwencji promotorowych
genu SLC4542 w determinacji fenotypu pigmentowego
[36] nie zostala jak dotad potwierdzona w innych popu-
lacjach [26, 42].

Gen SLC24A45 znany réwniez jako NCKX5 (MIM:
609802) jest uwazany za jeden z najwazniejszych gendw
odpowiedzialnych za determinacj¢ jasnego koloru skory
charakterystycznego dla populacji europejskiej [61, 90].
Jak oszacowano, gen ten odpowiada za co najmniej 25%
zréznicowania w kolorze skory pomigdzy Europejczy-
kami a Afrykanami, co rzeczywiScie stawia go w czo-
lowce pod wzgledem rozmiaréw efektu fenotypowego.
Gen SLC24A5 jest ztozony z dziewigciu eksonow i ko-
duje biatko o dtugosci 500 aminokwasow. Jego produkt
prawdopodobnie odpowiada za dojrzewanie melanoso-
mow, a wigc istotny element procesu tworzenia i dystry-
bucji pigmentu. Przypomnijmy, Ze istnieja istotne roz-
nice pod wzgledem rozmiaru melanosoméw dla popula-
cji europejskiej i afrykanskiej. Lamason i in. (2005) wy-
kazali, ze polimorfizm rs1426654 (A111T) w eksonie 3
jest zwiazany z naturalng zmiennos$cia w kolorze skory
u czlowieka. Czgstos¢ allelu ancestralnego A111 osiaga
niemal 100% w populacjach afrykanskich i azjatyckich,
podczas gdy allel 111T wystepuje z niemal 100% czg-
stoscia w populacjach pochodzenia europejskiego [19,
61]. Z wspominanych juz wczesniej badan przeprowa-
dzonych przez Stokowskiego i in. (2007) nad populacja
poludniowoazjatycka wynika, ze poza polimorfizmem

w genie SLC45A42 istotng rolg¢ w determinacji zréznico-
wania koloru skory w tym regionie Swiata odgrywaja
dwa inne geny, jednym z nich jest wtasnie gen SLC2445
(rs1426654), drugi to gen TYR (polimorfizm rs1042602,
S192Y). Wykazano, ze efekt tych trzech polimorfizmow
(genow) jest addytywny i wyjasnia znaczaca czg$¢
zmiennosci w kolorze skory w populacji potudniowe;j
Azji [89].

Gen TYR jest zlozony z pigciu eksondw i koduje
biatko o dlugosci 529 aminokwasow, ktore peli klu-
czowg funkcj¢ w procesie syntezy obu typéw melaniny.
Rola mutacji w genie TYR jest bardzo istotna z punktu wi-
dzenia determinacji skrajnego fenotypu pigmentowego
znanego jako albinizm oczno-skérny, nie ma natomiast
zbyt wielu doniesien na temat zwiazku genu 7TYR z natu-
ralna zmiennos$cia w pigmentacji cztowieka. Z szerokich
badan asocjacyjnych przeprowadzonych przez Sulem
i in. (2007) wynika, ze gen TYR moze mie¢ zwiazek
z dziedziczeniem koloru oczu oraz cech skéry (piegi,
wrazliwo$¢ na slonce), co wskazuje na jego udziat
w ksztaltowaniu naturalnej pigmentacji rowniez w popu-
lacjach europejskich [96].

Prace grupy badaczy z Islandii (wspomniana powyzej
Sulem i in. 2007 oraz Sulem i in. 2008) pozwolity na
wskazanie gendw i regionow genomu, ktdrych wezesniej
nie brano pod uwagg jako zwiazanych z pigmentacja
czlowieka [95, 96]. Jednym z takich genow jest SLC24A44
(MIM: 609840), dla ktérego wykazano korelacjg z kolo-
rem oczu oraz wloséw. Informacja ta zostata uwiarygo-
dniona przez Han i in. (2008), ktorzy potwierdzili istotna
korelacjg genu SLC24A44 z kolorem wlosow 1 wskazali na
mozliwy udziat w wrazliwosci na stonce [42]. Gen
SLC24A44 jest ztozony z osiemnastu eksonow kodujacych
biatko o dlugosci 605 aminokwaséw nalezace, podobnie
jak produkt genu SLC24A45, do grupy transporterow wap-
nia. Wydaje sig, ze t¢ grupg biatek nalezy uznac za szcze-
golnie interesujaca z punktu widzenia pigmentacji. Ko-
lejnym transporterem wapnia, ktéry powiazano ze zmien-
noscia pigmentacji u czlowieka, jest gen TPCN2. Co
ciekawe, w przypadku genu TPCN2 (MIM: 612163) ko-
relacj¢ wykazano wylacznie z kolorem wloséw [95].
Warto przypomnie¢ wczesniejsze spostrzezenie, ze dzie-
dziczenie koloru wloséw, oczu oraz skory musi by¢ do
pewnego stopnia niezalezne, a wigc uwarunkowane zmien-
noscia w roznych loci. TPCN2 sktada si¢ z dwudziestu
pigciu eksondéw i koduje produkt biatkowy o dtugosci
752 aminokwasow. Kolejnym wybioérczym markerem ko-
loru wlosow moze by¢ gen KITLG (MIM: 184745) [96].
Jak wspominano wczesniej, produkt tego genu ma istotne
znaczenie przy przedostawaniu si¢ melanocytow do miesz-
ka wlosowego. U myszy ekspresja genu KITLG w po-
szczegblnych grupach keratynocytow decyduje o tym,
czy melanocyty ostatecznie pozostaja w skorze, czy tez
trafiaja do mieszka wtosowego [4]. Gen ten rowniez wy-
kazywat korelacje z kolorem wlosé6w w populacji bada-
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nej przez grupg Han i in. (2008), cho¢ korelacja osiagnela
niska istotnos¢ statystyczng [42]. Ludzki gen KITLG po-
siada dwie izoformy: a (osiem eksonow, biatko o dlugos-
ci 245 aminokwasow) oraz b (9 eksondw, biatko o dhu-
gos$ci 273 aminokwaséw). Kolejnym postulowanym wa-
znym determinantem koloru wlosow, skory oraz oczu
u cztowieka jest gen IRF4 (MIM: 601900) [42, 96]. Gru-
pa badawcza Sulem ustalita, Ze pozycja polimorficzna
lezaca pomigdzy genami /RF4 oraz EXOC?2 na chromo-
somie 6 wykazuje zwiazek z pigmentacja, ale zadnego
z tych genoéw nie laczono uprzednio z fenotypem pig-
mentowym i dlatego trudno bylo okresli¢, ktéry z genow
nalezy powiaza¢ ze stwierdzonym efektem. Z badan prze-
prowadzonych przez Han i in. (2008) wynika, ze bardziej
prawdopodobne jest, ze to gen /RF4 jest zwiazany ze
zmiennoscia pigmentacji (korelacja z pigmentacja byta
znacznie silniejsza dla polimorfizmu potozonego w ob-
rebie genu /RF4) [42]. Jego produkt jest czynnikiem tran-
skrypcyjnym zaangazowanym w proces regulacji eks-
presji genow w odpowiedzi na dziatanie interferonu i in-
nych cytokin. Gen /RF4 jest ztozony z o$miu eksonow
i koduje biatko o dtugosci 451 aminokwaséw. Bez wat-
pienia istotne znaczenie w determinacji fenotypu pig-
mentowego moga mie¢ nie tylko geny o ustalonym
statusie genéw pigmentacyjnych, ale na przyktad caty
szereg genow dla elementow regulatorowych, np. czynn-
ikow transkrypcyjnych. Jako ciekawostkg mozna podaé
przyktad genu Foxnl u myszy. Jak napisano wczesniej,
transfer melaniny wytwarzanej w melanocytach miesz-
kéw wlosowych nie jest przypadkowy, lecz pigment tra-
fia gtownie do komoérek warstwy korowej trzonu wlosa.
Weiner i in. (2007) sugeruja, ze to gen Foxnl kodujacy
czynnik transkrypcyjny jest odpowiedzialny za umozli-
wienie transferu melaniny do $cisle okreslonych keratyno-
cytow [110].

Korelacjg z naturalng pigmentacja (kolorem oczu)
wykazano rowniez dla genow MYO54 (MIM: 160777),
TYRPI (MIM: 115501) oraz TYRP2, ktory znany jest bar-
dziej jako DCT (MIM: 191275) [32, 95]. Gen MYOS54 jest
odpowiedzialny za transport melanosoméw [102]. Jest to
duzy gen sktadajacy si¢ z trzydziestu o$miu eksonow, ko-
dujacy biatko o dlugosci 1855 aminokwaséw. Produkty
gendéw TYRPI oraz DCT wystepuja wylacznie w eumela-
nosomach i zaangazowane sa w szlak syntezy eumelani-
ny. TYRPI ztozony jest z 7 eksonow i koduje biatko
o dtugosci 537 aminokwasow. Jest on jednym z genoéw
odpowiedzialnych za albinizm oczno-skérny u czlowie-
ka. Gen DCT sktada si¢ z 8 eksondéw i koduje biatko
o dtugosci 519 aminokwasdéw. Oba geny taczy prawdo-
podobnie historia ewolucyjna, gdyz posiadaja wspolny
ekson z genem TYR. Przyjmuje sig, ze gen DCT wywodzi
si¢ z genu TYRP1, ktory powstat wczesniej na drodze du-
plikacji genu TYR [94].

Zmiennos¢ fenotypowa w pigmentacji moze wynika¢
z addytywnego udziatu wielu genéw, nie mozna jednak

rowniez wykluczy¢, ze istotna rolg odgrywaja interakcje
pomiedzy nimi. Bateson w 1909 roku zwrocit uwage na
istnienie efektow epistatycznych mogacych ksztattowac
zmiennos$¢ fenotypowa [6]. Pierwszy udokumentowany
przypadek efektow epistatycznych ksztattujacych feno-
typ pigmentowy opisal Akey i in. (2001). Niezalezna
analiza polimorfizmu w dwoch istotnych genach pig-
mentacyjnych, tj. MCIR oraz OCA2, nie wykazala ich
zwiazku z fenotypem pigmentowym w badanej populacji
tybetanskiej. Jednak uwzglednienie modelu epistatycz-
nego wykazato istotng rolg tych genéw w pigmentacji
skory we wspomnianej populacji [2]. King i in. (2003)
wykazali, ze mutacje w genie MC1R modyfikuja efekt al-
leli genu OCA2 odpowiedzialnych za determinacj¢ albi-
nizmu oczno-skornego. Pacjenci dotknigci albinizmem
typu 2, ktorzy posiadali warianty genu MCIR zwiazane
z fenotypem RHC, mieli rowniez rudy kolor wtoséw. Po-
wyzej opisano postulowang istotna rolg interakcji pomig-
dzy genami OCA2 i HERC2 w determinacji koloru tg-
czoéwki oka u cztowieka [58]. Branicki i in. (2009) wy-
kazali, ze gen HERC?2 moze takze wykazywac dziatanie
epistatyczne wzgledem genu MCIR. Zgodnie z przed-
stawionym modelem, allel genu HERC2 (rs12913832)
zwiazany z ciemniejsza pigmentacja moze neutralizowaé
efekt mutacji genu MCIR odpowiedzialnego za deter-
minacj¢ jasniejszego typu skory. Efekt ten zaobserwowa-
no w przypadku heterozygot posiadajacych jeden zmuto-
wany wariant R genu MCIR [15].

Jak dotad zbadano niewielka czgs¢ genow mogacych
ksztattowac fenotyp pigmentowy cztowicka. W bada-
niach asocjacyjnych istotne znaczenie ma powtarzanie
pierwotnych wynikow badan w innych probach popula-
cyjnych, wigc koniecznych jest jeszcze sporo badan pod-
stawowych tego typu. Co wigcej, dla wigkszosci opisa-
nych polimorfizméw nie przeprowadzono badan funk-
cjonalnych, ktore sa w stanie potwierdzi¢ rolg poszcze-
goblnych pozycji polimorficznych w determinacji cech fe-
notypowych oraz pozwoli¢ na okreslenie mechanizmu
ich dziatania. Wydaje si¢ jednak, ze rosnaca liczba da-
nych umozliwi wkrétce stworzenie bardziej szczegdlo-
wego opisu mechanizméw prowadzacych do naturalnego
zrbéznicowania fenotypu pigmentowego czlowieka na
$wiecie. Optymistycznie przedstawia si¢ rowniez wizja
predykcji cech pigmentowych w aspekcie sadowym.

5. Badania nad epistaza

Bateson zauwazyl, ze wariant jednego genu moze
uniemozliwia¢ ujawnienie si¢ pelnego efektu fenotypo-
wego wywolywanego przez inny gen. Zjawisko to na-
zywane jest epistaza lub interakcjami genetycznymi
i definiowane za Batesonem jako maskowanie efektu fe-
notypowego genu przez warianty genetyczne innego
genu [6]. Zgodnie z inna, bardziej statystyczna definicja,
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epistaza to brak addytywnosci w modelu matematycz-
nym opisujacym zwiazek pomiedzy wariantami gene-
tycznymi a cecha o charakterze poligenicznym [20, 30].
Postuluje sig, ze interakcje genetyczne moga mied istotny
udzial w procesie determinacji cech ztozonych u czto-
wieka, podobnie jak interakcje na poziomie molekular-
nym stanowia istotny element m.in. regulacji ekspresji
gendéw czy tez transdukcji sygnatu [18, 68]. Problem
epistazy nalezy obecnie do zagadnien stabo poznanych,
podobnie jak sama genetyka cech wielogenowych. Po-
jawily si¢ dane, z ktorych wynika, ze efekty epistatyczne
nalezy uwzglednié, prowadzac badania nad determinacja
fenotypu pigmentowego [2, 15, 28]. Mozna wyr6znié
dwie podstawowe grupy metod statystycznych, ktore
umozliwiaja prowadzenie badan nad epistaza [70, 103].
Pierwsza grupa obejmuje roézne warianty regresji, np.
najbardziej popularne regresj¢ liniowa oraz logistyczna.
Zastosowanie jednej z tych metod uzaleznione jest od
typu posiadanych danych, a wtasciwie charakteru bada-
nej cechy fenotypowej bedacej zmienna wyjasniana (cha-
rakter ciagly sugeruje zastosowanie regresji liniowej,
charakter dychotomiczny — regresji logistycznej). Zmien-
na o charakterze ciaglym, jaka jest kolor oczu, badana
jest jednak czgsto za pomoca regresji logistycznej po-
przez zredukowanie danych do dwoch kategorii: np. oczy
niebieskie — nieniebieskie. Niska liczebno$¢ danych oraz
wysoka liczba stopni swobody moze prowadzi¢ do czgs-
tszego pojawiania si¢ bledu pierwszego rodzaju, a wigc
uzyskiwania wynikéw falszywie dodatnich, przy zasto-
sowaniu metod regresji. Druga grupa obejmuje metody
redukcji wymiarowos$ci. W grupie tej znajduje si¢ coraz
popularniejsza metoda wieloczynnikowej redukcji wy-
miarowosci (ang. multifactor dimensionality reduction,
MDR) [79]. Metoda ta pozwala na zredukowanie wie-
lowymiarowego modelu poprzez sklasyfikowanie
wszystkich genotypoéw do jednej z dwoch grup. W kon-
sekwencji uzyskuje si¢ jedng zmienng o dwdch wielo-
czynnikowych kategoriach (,,wysokiego ryzyka” oraz
»hiskiego ryzyka”) odnoszacych si¢ do posiadania da-
nego fenotypu [41]. Metoda MDR jest nieparametryczna,
a kazdy utworzony jednowymiarowy model podlega oce-
nie za pomoca testdow permutacyjnych oraz walidacji
krzyzowej, przez co moze ona by¢ szczegélnie efek-
tywna w wykrywaniu interakcji genetycznych. Poza roz-
nymi wariantami w obrgbie tych dwoch grup metod za-
proponowano réwniez metodg z grupy metod rozpozna-
wania wzorca polegajaca na zastosowaniu systemow ucza-
cych sig, a wigc praktycznym wdrozeniu idei sztucznej
inteligencji [80]. Metoda ta na razie jednak nie jest pow-
szechnie uzywana do analizy efektow epistatycznych.

6. Podsumowanie

Z przewidywanych 127 genow zwiazanych z pig-
mentacja czlowieka [9] zaledwie kilka (MCIR, OCA?2,
SLC45A42, ASIP) lepiej poznano pod wzglgdem polimor-
fizmu i jego korelacji z cechami fenotypowymi. Obecnie
dla celow sadowych mozliwa jest predykcja rudego ko-
loru wlosow [13, 38]; wkrotce nalezy rowniez oczekiwaé
pojawienia si¢ nieckomercyjnych testéw umozliwiajacych
predykcje koloru oczu. Wiele nowych danych na temat
potencjalnych genéw (regionéow genomu) dostarczyty
badania typu GWAS, ktére jednak stanowia zaledwie
pierwszy etap na drodze do identyfikacji polimorfizmow
odpowiedzialnych za efekt fenotypowy. Dalsze szczego-
towe badania, w tym analizy funkcjonalne, pozwola na
identyfikacjg konkretnych polimorfizmoéw odpowiedzial-
nych za determinacj¢ fenotypu (ang. causative variants).
Prowadzac badania nad efektem genéw na fenotyp pig-
mentowy, nalezy uwzgledni¢ nie tylko mozliwos¢ addy-
tywnej roli wielu genow, ale rowniez efektow epista-
tycznych pomigdzy nimi. W rezultacie badania umozli-
wia poznanie mechanizméw genetycznych i molekular-
nych odpowiedzialnych za determinacj¢ cech pigmen-
tacyjnych cztowieka. Pozwola réwniez na prowadzenie
wiarygodnej predykcji cech fenotypowych przy mini-
malnej liczbie analizowanych pozycji polimorficznych.
W zwiazku z duza zlozono$cia analiz predykcyjnych
(duza liczba polimorfizmoéw, ich niejednakowym zna-
czeniem dla fenotypu oraz r6znym charakterem interakcji
pomigdzy nimi), do opracowania wynikow przydatne
bgda odpowiednie narzedzia i programy statystyczne, na
przyktad zastosowanie koncepcji sieci bayesowskich.
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