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Abstract

The SLC4542 gene encoding 560-amino acid membrane associated transporter protein has been found to influence the
melanosomes differentiation pathway and thus it is considered one of the most important pigmentation genes. It has been shown
that two non-synonymous polymorphisms, rs26722 and rs16891982, and some SNPs located in the promoter region of SLC4542
are associated with physiological differences in human pigmentation. Here we present results of research conducted on one of
these promoter region polymorphisms —rs6867641 (c.-1169G > A) in a population of individuals from Poland with pigmentation
characteristics defined by dermatological survey. Results of this study show the prevalence of the ancestral allele c¢.-1169G pres-
ent in this population sample and a weak association of the rs6867641 with eye colour but not with skin and hair colour. The prob-
lem of differences between the association pattern characteristic for SLC4542 and various population samples is discussed.
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1. Introduction

The most striking pigmentation phenotype in hu-
mans is known as oculocutaneous albinism (OCA) and
is characterised by deficiency or absence of melanin
pigmentation. A few different types of albinism have
been described in humans. Particular types are caused
by mutations in single genes that include: TYR, OCA2,
TYRP1 and SLC4542 [19]. These and some other im-
portant pigmentation genes like MCIR and ASIP are
now the subject of intensive studies investigating their
role in physiological variation of human pigmentation.
All these genes are thought to affect the complex pro-
cess of pigment synthesis and distribution, particularly
the number and size of melanosomes produced and the
amount and type of melanin synthesised [21]. Melano-

somes are subcellular compartments of melanocytes
that synthesise and store the melanin pigment. Mela-
nin is a biopolymer that occurs in two different forms:
black-brown eumelanin and red-yellow pheomelanin.
The type, quantity and distribution of melanin deter-
mine the colour of the irides, hair and skin. Melanin
present in the skin is involved in UV-light protection
limiting the risk of skin cancer and it is generally be-
lieved that the geographic distribution of human skin
colour today reflects a history of adaptation to lati-
tude-dependent levels of UVR [15]. Indeed, individu-
als tend to have lighter skin colour with an increasing
distance from the equator. Dark pigmentation, accord-
ing to present knowledge, is regarded as an ancestral
phenotype. This fact has a great impact on contempo-
rary understanding of evolution of human pigmenta-
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tion and gene function. It has been hypothesised that
light skin colour might have been preferred by positive
selection in Northern Europe, possibly in relation to
light shortage and vitamin D synthesis in skin. It is in-
teresting to note that most eye colour and hair colour
variation is found among individuals of European an-
cestry and it is assumed that these traits may also have
been shaped by various evolutionary forces, including
sexual selection. Similarly to mouse model species,
the human pigmentation phenotype is considered to be
determined by more than 120 genes [2]. Evidence of
positive selection has been found for a few of them.
One of them is the SLC4542 gene which is located on
chromosome 5p13.3, has seven exons spanning a dis-
tance of 40 kb and encodes 560 amino acid membrane
associated transporter protein (MATP). The analogue
of this gene was discovered by Newton and co-work-
ers in mice [18]. Studies conducted on the mouse
Slc45a2 locus showed involvement of this gene in the
processing and intracellular trafficking of tyrosinase
and some other melanosomal proteins [4]. Particular
mutations in the human MATP gene lead to type 4 al-
binism, which has been initially described by Inagaki
et al. for the Japanese population [14] and has also
been revealed in German and Korean populations by
Rundshagen et al. [22]. SLC45A42 has also been impli-
cated in natural variation of human pigmentation. Two
non-synonymous polymorphisms, rs26722 and
rs16891982, have been associated with human pig-
mentation in various populations. Interestingly, some
differences in association patterns have been noted for
various population samples [5, 7, 10]. Recently, three
tightly linked SNPs from the promoter region of the
SLC45A42 gene have also been associated with pig-
mentation characteristics in one study [9]. The poly-
morphisms associated with pigmentation features may
be of special use to forensic science, allowing pheno-
type prediction based on analysis of biological sam-
ples originating from unknown perpetrators. Thus, we
further investigated the role of SLC4542 and analysed
the two above mentioned non-synonymous polymor-
phisms, rs26722 and rs16891982. Both the SNPs were
found to be associated with hair colour, but surpris-
ingly not with skin type or eye colour [3].

Here we present results of examination conducted
on one of the previously discovered pigmentation as-
sociated SNPs from the SLC4542 promoter region.
The differences in association patterns discovered for
SLC45A2 are also summarised and the possible causes
of this phenomenon discussed.

2. Materials and methods
2.1. DNA samples

Three hundred and eighty eight samples (buccal
swabs) from unrelated men and women were collected
by a single dermatology specialist, who categorised
the study population by skin, hair and eye colour. Skin
colour was recorded according to the Fitzpatrick scale
combined with additional examination of non-exposed
skin area [8]. Natural hair pigmentation was catego-
rized as red/blond-red, blond, dark blond, auburn or
black. Eye colour was classified as blue, green, hazel
or brown. The overall classification is shown in Ta-
ble I. The samples were collected with the consent of
the Ethics Committee of the Jagiellonian University.

TABLE 1. CLASSIFICATION OF SOUTH-POLISH
POPULATION SAMPLE STUDIED BY

PHENOTYPE
Characteristics Cases n
(N=1388) [%]
Eye Blue/grey 216 55.7
colour  Green 46 11.9
Hazel 81 20.9
Brown/black 45 11.6
Hair Red/blond-red 84 21.7
colour p5nd 63 16.2
Dark blond 182 47
Auburn 12 3.1
Black 47 12.1
Skin Light skin (I or IT) 172 443
WP€ park skin (IMor IV) 216 56.7
Gender Male 151 38.9
Female 237 61.1

2.2. Genotyping

DNA was extracted using the phenol-chloroform
or silica based method according to procedures de-
scribed elsewhere [3].

The DNA region encompassing c.-1169 A/G poly-
morphism (rs6867641) AACGATCACACACGGCT-
TCTCTCTCA[C/T] ACACATTATTACACATGACC-
ACACA was amplified in a multiplex reaction together
with two other SNPs from the HERC2 gene (data not
present) using a Qiagen Multiplex PCR kit (Qiagen,
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TABLE II. IMPORTANT POLYMORPHISMS AND THEIR ALLELE FREQUENCY FOR SLC4542 AS ASCERTAINED IN

DIFFERENT STUDIES

c.-1169 G/A allele 1s26722 rs16891982

frequency of SLC4542

promoter variant
Population group G A G A G C
European origin Australian”  0.646 0.354 - - - -
Asian’ 0.803 0.197 0.661 0.339 0.113 0.887
African American” 0.761 0.239 0.750 0.250 0.414 0.586
Australian Aboriginal” 0.543 0.457 0.971 0.029 0.275 0.725
Spanish Basque” 0.463 0.537 —~ - - —
Polish”* 0.634 0.366 0.985 0.015 0.023 0.977

* Graf et al. studies [9, 10]; *"Branicki et al. [3] and this study; “~” no data available.

Hilden, Germany). The primers were as follows: for-
ward: CACACACGTTATTACACAACGATC and re-
verse: GAGAAGCCATGAGTCCGATCATGT at a con-
centration of 0.125 uM. DNA quantity was 1-10 ng per
sample and the total reaction volume was 10 pl. The tem-
perature profile was as recommended by the manufac-
turer: initial denaturation at 95°C for 15 min, followed
by 32 cycles of denaturation at 94°C for 60 s, anneal-
ing at 61°C for 60 s, and extension at 72°C for 90 s and
a final elongation step at 72°C for 10 min. Five micro-
liters of the PCR products were treated with a mixture
of Exol and SAP enzymes (Fermentas, Vilnius, Lithu-
ania) for purification.

A minisequencing reaction was performed using
2 ul of the SNaPshot mix (Applied Biosystems, Foster
City, USA), 1 pl of extension primer with the following
sequence: 5'-CACACGGCTTCTCTCTCA (0.2 uM)
and 1 pl of purified PCR product. The reaction was
carried out using a temperature profile as recommen-
ded by the manufacturer, i.e. 25 cycles: denaturation at
96°C for 10 s, annealing at 50°C for 5 s, and extension
at 60°C for 30 s, in a total volume of 10 ul. The purifi-
cation was performed using SAP enzyme (Fermentas,
Vilnius, Lithuania). Capillary electrophoresis was done
using ABI 3100 Avant genetic analyser and the SNP
protocol.

2.3. Statistical analyses

Arlequin software 3.1 [6] was used for Hardy-
Weinberg equilibrium evaluation and linkage disequi-
librium testing. The SPSS 12.0 computer program was
used for examination of significance of associations
between the studied SNP and various pigmentation
traits. Logistic regression was used to assess the Odds

Ratios (OR) and confidence intervals (C/) associated
with each predictor value. OR is a measure of effect
size defined as the ratio of the odds of an event occur-
ring in one group to the odds of it occurring in another

group.

3. Results and discussion

The SLC45A42 gene is considered one of the most
important pigmentation genes in humans. Graf et al.
discovered that two non-synonymous SNPs are signi-
ficantly associated with natural differences in skin, eye
and hair colour in a population of European origin [9].
The investigation that we performed showed only par-
tial replication of this finding (association with hair
colour and not with skin and eye colour) and we ex-
plained this by a lack of power to detect because of
very low frequency of minor alleles in the Polish popu-
lation [3]. In a recent paper, Graf et al. reported associ-
ation between another three tightly linked polymor-
phisms located in the promoter region of the SLC4542
gene and pigmentation variation [ 10]. We checked one
variation (of these SNPs): rs6867641; c.-1169 A/G in
our population sample consisting of 388 unrelated in-
dividuals with defined phenotype characteristics. Us-
ing logistic regression we investigated potential asso-
ciations between its allelic variants and different eye,
hair and skin colours. Details concerning the popula-
tion study are given in Table I. The frequency distribu-
tions of the c.-1169 A and G alleles were found to be at
the same level as for other European origin popula-
tions investigated by Graf et al. (Table II) [10]. The
studied polymorphism was found to be in HW equi-
librium (p = 0.38015).
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TABLE III. PATTERNS OF ASSOCIATION REVEALED FOR DIFFERENT SLC45A2 POLYMORPHISMS IN VARIOUS

POPULATIONS OF EUROPEAN ORIGIN

1s26722 rs16891982

rs6867641

Hair colour Hair colour

Skin, eye, hair colour Skin, eye, hair colour
— Skin, eye, hair colour
Hair colour Skin colour

Non-significant Skin, hair colour

Eye colour

Skin colour

This study
Branicki et al. [3]
Graf et al. [9]

Graf et al. [10]
Fernandez et al. [7]
Cook et al. [5]
Hanetal. [11]

“” —No data.

Our data shows the overrepresentation of the
16867641 G allele among individuals with brown
eyes and this result achieved the level of significance
in the performed statistical test (p = 0.04, OR = 1.9,
CI=1.03-3.6). However, the obtained p value is very
weak and it lacks significance after Bonferroni correc-
tion for multiple testing. It is noteworthy that the G al-
lele is the ancestral one (see data for rs6867641 at
www.ncbi.nlm.nih.gov) and is overrepresented among
individuals with brown eye colour. This result is con-
sistent with our current knowledge on evolution of hu-
man pigmentation. Contrarily, Grafet al. [10] found an
association of the A allele with olive skin colour
(»=0.003, OR=2.11) in comparison with individuals
having the c.-1169G and fair skin. There were no asso-
ciations with eye and hair colour in this study. In a re-
cent large association study, Han et al. concluded that
of the SLC45A42 SNPs described by Graf’s team, only
one exonic SNP, namely rs16891982, was signifi-
cantly associated with pigmentation [11]. Their con-
clusion was based on performed multivariate analysis
in which they included one of the promoter poly-
morphisms described by Graf et al. [10] and two ex-
onic SLC4542 SNPs: 1s26722 and rs16891982 [9].
Thus, the association of rs 6867641 (and the other pro-
moter polymorphisms discovered by Graf et al. [10]),
if real, should be considered as very weak. We also
checked that in the studied population sample no LD
exist between the promoter rs6867641 SNP and the
two above mentioned exonic polymorphisms, rs26722
and rs16891982. The same observation was reported
by Graf et al. [10]. These two non-synonymous poly-
morphisms referring to amino acid alterations
Glu272Lys and Leu374Phe were shown by Graf et al.
[9] to be significantly associated with dark hair, skin
and eye colour in various populations of European ori-

gin. Moreover, Soejima et al. [23] provided evidence
for positive selection that favours the 374Phe variant
in Europe, and in further studies they suggested the
usefulness of this polymorphism as an ancestry-infor-
mative marker [23, 24]. In our study, both variants:
272Lys and Leu374 were linked to black hair colour
(272Lys p = 0.002; Leu374 p < 0.001) and not to
skin type or eye colour [3]. Interestingly, Cook et
al. [5] have also found a different pattern of associa-
tion when studying the same two exonic SLC4542
polymorphisms. Their research indicated that the poly-
morphism Glu272Lys (rs26722) was connected solely
with hair colour (p = 0.017), whilst Leu374Phe,
rs16891982 was strongly associated with skin colour
(p =2.2 x 10°%), but not with eye and hair colour [5].
A summary of differences in association patterns not-
ed for SLC4542 is given in Table III.

The observed differences raise questions — firstly
about their cause and secondly about the real effect of
SLC4542 on pigmentation in humans. Problems
linked with replication of initial genetic associations
have been studied more thoroughly by Hirschhorn et
al. [13], who investigated 603 reports on genotype-
phenotype associations relating to a total number of
168 genes. They concluded that consistent replication
of the initial associations was rather rare. That authors
proposed four possible reasons for the observed dis-
crepancies in association studies. The first possible
cause is a hidden population stratification. The allele
which occurs more frequently in a particular pheno-
typic group may be disproportionately frequent in the
tested sample and in this way influences the results.
This issue was thoroughly discussed by Balding [1],
who considered population stratification a very impor-
tant cause of spurious associations. Undoubtedly, this
problem cannot be ruled out in the case of various

Problems of Forensic Sciences 2009, vol. LXXVII, 79-88



Polymorphism of the SLC45A2 gene and prospects...

&3

studies conducted on SLC4542. However, a popula-
tion stratification seems to be rather unlikely in the
present study as previous analyses of our population
samples have shown that the population is rather ho-
mogenous [25]. Differences in LD structure character-
istic for various populations may also lead to
discrepancies in associations. The studied SNP may
not be directly responsible for phenotype determina-
tion but is in linkage disequilibrium with the causal
variant. As different recombination histories may
characterise various populations, this may seriously
affect results of population studies. This issue is dis-
cussed in detail by Pritchard and Przeworski [20]. The
position rs16891982 has been suggested to be the
causal variant or closely linked with the causal variant
[e.g. 11], thus the differences in LD structure are rather
unlikely to be a cause of observed inconsistencies in
associations. Non-replication may also be related to
a weak genetic effect associated with a particular SNP.
Especially if studies are small in size, they may have
not enough power to detect such weak effects. This po-
tential cause seems to be very probable, as the studies
involving rs16891982 have been conducted mostly on
small populations [3, 5, 7, 9, 10]. Finally, turning to
gene-gene and gene-environment interactions — these
may be different in various populations and are related
to the genetic or environmental background character-
istic for particular populations. The underestimated
role of gene-gene interactions in studies concerning
complex traits has been thoroughly discussed by
Moore [16]. This potential cause of the observed dis-
crepancies should not be neglected and is worth inves-
tigating more closely. Problems with adequate
replication of initial association findings are also dis-
cussed by other authors. Healy lists the above men-
tioned causes: inadequate statistical power to detect
small and moderate effects and population stratifica-
tion, as well as phenotype heterogeneity, publication
bias and multiple comparison testing as possible
causes of non-replication [12]. Neale and Sham [17]
have proposed a gene based approach to association
analysis as a solution to reduce the typical drawbacks
of the SNP or haplotype approach, such as incorrect
findings due to genetic differences between popula-
tions. Wray et al. [26] have suggested that the possibil-
ity of accurate prediction of genetic risk may be
increased by combining results obtained from differ-
ent studies or significantly increasing the sample sizes.

Genetic prediction of physical traits is undoubtedly
a very promising idea for forensic science. So far, only
red hair colour phenotype can be predicted with rea-
sonable certainty by genetic assays. The proposed
methods are based on genotyping of specific mutations

in the MCIR gene. The next genes which should soon
be included in predictive analyses are two neighbour-
ing genes, HERC?2 and OCA2, which are responsible
for most of the variation in human eye colour. Further
analyses, including functional studies and testing po-
tential genetic interactions are necessary to unambigu-
ously establish the role of polymorphisms within
SLC45A42 in human pigmentation.
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POLIMORFIZM GENU SLC4542 1 PERSPEKTYWA ZASTOSOWANIA
JEGO ANALIZY W BADANIACH SADOWYCH

1. Wstep

Najbardziej skrajny fenotyp pigmentowy cztowieka
charakteryzuje si¢ znacznym lub catkowitym brakiem
pigmentu (melaniny) i jest okre§lany mianem albinizmu
oczno-skornego (OCA). Znanych jest kilka roznych form
albinizmu u czlowieka. Kazda z nich jest wywotana mu-
tacjami w jednym z czterech gendw pigmentacyjnych, tj.
TYR, OCA2, TYRP1 lub SLC4542 [19]. Geny te sa obec-
nie, wraz z innymi znanymi genami pigmentacyjnymi
(np. MCIR 1 ASIP), przedmiotem szczegdtowych badan
zmierzajacych do okreslenia ich znaczenia dla fizjolo-
gicznej zmiennosci pigmentacji cztowieka. Przyjmuje
sig, ze geny pigmentacyjne sa odpowiedzialne za ztozony
proces syntezy i dystrybucji pigmentu, a w szczego6lnosci
wplywaja na liczbe i rozmiary wytwarzanych melano-
somow oraz ilo$¢ i rodzaj syntetyzowanej melaniny [21].

Melanosomy sa strukturami komoérkowymi melano-
cytow, w ktorych syntetyzowany, a nast¢pnie przecho-
wywany, jest pigment. Melanina jest biopolimerem wy-
stgpujacym w dwoch roéznych formach: jako brazowo-
czarna eumelanina oraz czerwono-zotta feomelanina.
Rodzaj, ilo$¢ oraz rozmieszczenie melaniny determinuje
kolor tgczéwki oka, wltosdéw oraz skory. Obecna w skorze
melanina petni funkcje¢ ochronna przed promieniowa-
niem UV, zmniejszajac tym samym ryzyko rozwoju no-
wotworow skory. Powszechnie przyjmuje si¢ rowniez, ze
geograficzne rozmieszczenie oséb o podobnej barwie
skory stanowi odzwierciedlenie historii adaptacji do za-
leznego od szerokosci geograficznej poziomu promienio-
wania UV [15]. Rzeczywiscie, kolor skory jest u ludzi
coraz jasniejszy wraz ze wzrostem odleglosci od row-
nika. Ciemna pigmentacja, zgodnie z obecnym stanem
wiedzy, jest uwazana za ancestralng. Ma to istotne zna-
czenie na wspotczesne poglady dotyczace ewolucji pig-
mentacji i funkcji gendw pigmentacyjnych u cztowieka.
Istnieje hipoteza, zgodnie z ktdrg jasna skora byla na te-
renie Europy potnocnej faworyzowana przez dobor natu-
ralny, prawdopodobnie w zwiazku z niedoborem $wiatta
i synteza witaminy D w skorze. Warto rowniez zau-
wazyC, ze przewazajaca czeS¢ zroznicowania koloru
oczu oraz wloso6w ma miejsce w populacjach o pocho-
dzeniu europejskim. Przyjmuje si¢, ze cechy te mogtly
by¢ ksztattowane przez réznego typu mechanizmy ewo-
lucyjne, w tym by¢ moze dobor piciowy. Poprzez ana-
logi¢ do myszy uwaza sig, ze pigmentacja u czlowieka
moze zaleze¢ od ponad 120 genéw [2]. W przypadku kil-
ku z nich udowodniono dzialanie doboru pozytywnego.
Jednym z tego typu gendw jest gen SLC4542, ktory jest
potozony na chromosomie 5p13.3. Posiada on siedem

cksondw rozpostartych na dystansie 40 tysigcy par zasad
i kodujacy biatko transportujace zwigzane z btona mela-
nosomu (ang. membrane associated transporter protein,
MATP) o dlugosci 560 aminokwasow. Analog tego genu
zostal odkryty przez Newtona i in. u myszy [ 18]. Badania
przeprowadzone nad mysim locus SLC4542 wykazaly,
Ze gen jest zaangazowany w przetwarzanie i wewnatrz-
komodrkowy transport tyrozynazy i innych biatek zawar-
tych w melanosomie [4]. Niektoére mutacje w ludzkim
genie SLC45A42 prowadza do albinizmu typu 4 opisanego
przez Inagaki i in. u Japonczykdéw [14], a nastgpnie
ujawnionego rowniez w populacjach: niemieckiej i kor-
eanskiej przez Rundshagen i in. [22]. Wykazano takze, ze
gen SLC45A42 jest zwiazany z naturalng zmiennoscia pig-
mentacji u cztowieka. Dwa niesynonimiczne polimorfiz-
my rs26722 irs16891982 powiazano z pigmentacja czto-
wieka w réznych populacjach. Co ciekawe, w przypadku
poszczegodlnych populacji stwierdzono nieco odmienny
wzor korelacji z pigmentacja [5, 7, 10]. Ostatnio pojawito
si¢ rowniez jedno doniesienie na temat korelacji trzech
Scisle sprzezonych pozycji typu SNP w regionie promo-
torowym genu SLC4542 z cechami pigmentacyjnymi [9].
Polimorfizmy wykazujace zwiazki z fenotypem pigmen-
towym moga potencjalnie by¢ uzyteczne dla nauk sado-
wych, umozliwiajac predykcj¢ fenotypu w oparciu o ana-
lizg probek biologicznych pochodzacych od nieustalony-
ch sprawcow przestepstw. Majac na celu dalsza analiz¢ zna-
czenia genu SLC4542 dla predykcji fenotypu pigmento-
wego, poddano analizie dwa wspomniane powyzej niesy-
nonimiczne polimorfizmy rs26722 i rs16891982. Obie po-
zycje SNP wykazaty korelacje z kolorem wlosoéw, lecz
nieoczekiwanie nie byty skorelowane z typem skory oraz
kolorem oczu [3].

Niniejsza praca przedstawia wyniki analizy jednego
z opisanych wczesniej polimorfizméw typu SNP w re-
gionie promotorowym genu SLC4542 skorelowanego
z naturalng pigmentacja. W pracy opisano rowniez roz-
nice we wzorze korelacji odkrytych dla genu SLC45A42
i poddano dyskusji mozliwe przyczyny wystgpowania
tego zjawiska.

2. Materialy i metody
2.1. Probki DNA

Badaniom poddano 388 probek pochodzacych od nie-
spokrewnionych kobiet i mezczyzn. Materiatl badawczy

(wymazy z jamy ustnej) zostat zebrany przez specjalistg
z zakresu dermatologii, ktory dla kazdej osoby uwzgled-
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nionej w badaniach zdefiniowal fenotyp pigmentowy
(kolor skory, wlosow oraz oczu). Kolor skéry okreslono
przy zastosowaniu skali zaproponowanej przez Fitzpa-
tricka [8] i dodatkowq analiz¢ powierzchni nienarazonej
na dziatanie promieni stonecznych. Naturalny kolor wio-
sow sklasyfikowano jako rudy, rudy blond, blond, ciem-
ny blond (szatyn), kasztanowy, czarny. Kolor oczu skla-
syfikowano jako niebieski, zielony, piwny lub brazowy.
Kompletna charakterystyke fenotypu pigmentowego
przedstawiono w tabeli 1. Probki zebrano za zgoda Ko-
misji Bioetyki Uniwersytetu Jagiellonskiego.

2.2. Genotypowanie

DNA izolowano z wymazdw z jamy ustnej przy za-
stosowaniu metody fenolowo-chloroformowej lub krze-
mionkowej zgodnie z uprzednio opisanymi procedura-
mi [3]. Fragment DNA obejmujacy polimorfizm c.-1169
A/G (1s6867641) AACGATCACACACGGCTTCTCT-
CTCA [C/T]ACACATTATTACACATGACCACACA
amplifikowano w reakcji typu multipleks tacznie z dwo-
ma innymi polimorfizmami typu SNP w genie HERC?2
(dane nieprezentowane) przy zastosowaniu zestawu
Qiagen Multiplex PCR kit (Qiagen, Hilden, Niemcy).
Stosowano startery reakcji PCR o nastgpujacych sek-
wencjach: F: CACACACGTTATTACACAACGATC
i R: GAGAAGCCATGAGTCCGATCATGT i stgzeniu
0,125 uM. Stezenie matrycowego DNA wynosito od
1-10 ng w calkowitej objgtosci mieszaniny reakcyjnej
10 pl. Stosowano profil temperaturowy rekomendowany
przez producenta zestawu: denaturacja wstgpna w tem-
peraturze 95°C przez 15 min, a nastgpnie 32 cykle: dena-
turacja w temperaturze 94°C przez 60 s, przylaczanie
starterow w temperaturze 61°C przez 60 s, wydhuzanie
produktow w temperaturze 72°C przez 90 s, wydtuzanie
koncowe w temperaturze 72°C przez 10 min. Pig¢ mikro-
litréw produktu PCR oczyszczano za pomoca mieszaniny
enzymow Exol i SAP (Fermentas, Vilnius, Litwa).

Reakcje minisekwencjonowania prowadzono z za-
stosowaniem 2 pl mieszaniny SNaPshot (Applied Bio-
systems, Foster City, Stany Zjednoczone), 1 pl startera
o nastepujacej sekwencji 5’-CACACGGCTTCTCTCTCA
(0,2 uM) oraz 1 ul oczyszczonego produktu PCR. Zasto-
sowano profil temperaturowy rekomendowany przez
producenta zestawu, tj. 25 cykli: denaturacja w tempera-
turze 96°C przez 10 s, przylaczanie starterow w tempera-
turze 50°C przez 5 s i wydluzanie w temperaturze 60°C
przez 30 s w catkowitej objetosci 10 ul. Oczyszczanie
produktéw reakcji minisekwencjonowania przeprowa-
dzono przy zastosowaniu enzymu SAP (Fermentas, Vil-
nius, Litwa). Rozdzial elektroforetyczny (elektroforeze
kapilarng) prowadzono na aparacie ABI 3100 Avant z za-
stosowaniem protokotu do analizy SNP.

2.3. Analizy statystyczne

Analizy rownowagi Hardy’ego-Weinberga oraz nie-
rownowagi sprzezen (ang. linkage disequilibrium, LD)
prowadzono przy pomocy programu Arlequin, wersja 3.1
[6]. Program SPSS, wersja 12.0, wykorzystano do anali-
zy korelacji pomigdzy badanymi polimorfizmami typu
SNP a réznymi cechami pigmentacyjnymi. Regresj¢ lo-
gistyczna zastosowano do oszacowania wartosci ilorazu
szans (ang. odds ratio, OR) i przedziatu ufnosci (CI) dla
poszczegodlnych warto§ci zmiennej wyjasniajacej. OR
pozwala na okreslenie rozmiaréw efektu i jest definiowa-
ny jako stosunck szansy zaj$cia zdarzenia w jednej grupie
do szansy zaj$cia zdarzenia w drugiej grupie.

3. Wyniki i dyskusja

Gen SLC45A42 jest uwazany za jeden z najbardziej
istotnych gendw pigmentacyjnych u cztowieka. Grafi in.
odkryli, ze dwa niesynonimiczne polimorfizmy SNP
W tym genie sa istotnie skorelowane z naturalng zmien-
noscia w kolorze skory, oczu oraz wlosow w populacji
ludzi o pochodzeniu europejskim [9]. Przeprowadzone
przez autordw niniejszej pracy badania wykazaty jedynie
czgsciowa replikacjg tych wynikow (korelacja z kolorem
wlosow 1 brak korelacji z kolorem skory oraz oczu), co
wyjasniono przez niska moc statystyczna testu (brakiem
zdolnosci testu statystycznego do wykrycia réznicy po-
migdzy poréwnywanymi grupami) spowodowana bardzo
niska czgstoscia rzadszych alleli w badanej populacji
z Polski [3]. W niedawno opublikowanej pracy Grafi in.
opisali korelacj¢ pomigdzy trzema innymi polimorfizma-
mi potozonymi w regionie promotora genu SLC4542
a zmienno$cia pigmentacji [10]. Jeden z tych polimor-
fizméw (rs6867641; c.-1169 A/G) zbadano w przebada-
nej przez autordw niniejszej pracy probie populacyjnej
ztozonej z 388 niespokrewnionych o0sob o zdefiniowa-
nych cechach fenotypowych. Stosujac regresje¢ logistycz-
na, analizie poddano potencjalne korelacje pomigdzy
allelami polimorfizmu rs6867641 a kolorem oczu,
wlosow oraz skory. Szczegodty dotyczace badanej popu-
lacji przedstawiono w tabeli I. Stwierdzony rozktad
czgstosei alleli ¢.-1169 A oraz G nie odbiegal od wartosci
przedstawionych przez Graf i in. dla populacji o pocho-
dzeniu europejskim (tabela II) [10]. Wykazano rowniez,
ze badany polimorfizm byl w stanie rownowagi HW
(»p =0,38015).

Przeprowadzone badania wykazaly nadmiar allelu
156867641 G wsrdd osob posiadajacych brazowy kolor
oczu, a wynik ten osiagnat istotno§¢ w przeprowadzonym
tescie statystycznym (p = 0,04, OR= 1,9, CI = 1,03-3,6).
Uzyskana warto$¢ p wskazuje jednak na bardzo staba
zaleznos$¢, a stwierdzona korelacja traci istotno$¢ po
wprowadzeniu poprawki Bonferroniego dla testow wie-
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lokrotnych. Warto odnotowa¢, ze allel G jest allelem
ancestralnym (zob. dane dla rs6867641 w serwisie
www.ncbi.nlm.nih.gov) i wystgpuje w nadmiarze u osob
o brazowym kolorze oczu. Pozostaje to w zgodzie
z obecna wiedza na temat ewolucji pigmentacji u czto-
wieka. Przeciwnie, Graf i in. [10] stwierdzili korelacj¢
pomigdzy allelem A a ciemniejszym kolorem skory
(»p =0,003, OR =2,11) w porébwnaniu z osobami posiad-
ajacych wariant c.-1169G ijasny kolor skory; we wspom-
nianej powyzej pracy nie stwierdzono rowniez zalezno$ci
pomigdzy kolorem oczu oraz wloséw. W opublikowanej
niedawno pracy prezentujacej wyniki szerokich badan
asocjacyjnych Han i in. stwierdzili, ze ze wszystkich
polimorfizméw opisanych w genie SLC45A2 przez zes-
pot Graf, tylko jedna pozycja typu SNP, tj. rs16891982,
wykazuje istotna korelacj¢ z pigmentacja [11]. Wnioski
oparli na przeprowadzonej analizie wieloczynnikowej,
w ktorej uwzglednili jeden z opisanych przez Graf i in.
polimorfizméw w regionie promotorowym [10] oraz dwa
polimorfizmy w eksonach genu SLC4542, tj. rs26722
1 1s16891982 [9]. Wynika z tego, ze korelacja w przy-
padku pozycji rs6867641 (i pozostalych dwodch poli-
morfizméw z regionu promotorowego opisanych przez
zespot Graf), jesli rzeczywiscie istnieje, to jest bardzo
staba. Autorzy tej pracy sprawdzili rowniez, ze w badanej
populacji nie ma sprzg¢zenia genetycznego pomigdzy po-
limorfizmem promotora rs6867641 a dwoma wspomnia-
nymi wczesniej polimorfizmami w eksonach rs26722
oraz rs16891982. Taki sam rezultat zaobserwowali takze
Graf i in. [10]. Te dwa niesynonimiczne polimorfizmy
odnoszace si¢ do zmian Glu272Lys i Leu374Phe sa zgod-
nie z wynikami badan przeprowadzonych przez Graf
iin. [9] i istotnie skorelowane z ciemniejsza pigmentacja
wlosow, skory oraz oczu w réznych populacjach o po-
chodzeniu europejskim. Co wigcej, Soejimaiin. [23] wy-
kazali, ze zmiana 374Phe byta faworyzowana przez do-
bor naturalny na terenie Europy, a w dalszych badaniach
zasugerowali oni réwniez uzyteczno$¢ tego polimorfi-
zmu w charakterze markera pochodzenia biogeografi-
cznego [23, 24]. W opisanych tu badaniach obydwa
warianty, tj. 272Lys i Leu374, wykazywaty korelacj¢
z czarnym kolorem wlosow (272Lys p = 0,002; Leu374
p < 0,001), a niec wykazywaty korelacji z typem skory
oraz kolorem oczu [3]. Co ciekawe, Cook i in. [5] row-
niez stwierdzili inny wzor korelacji, analizujac te same
dwa polimorfizmy w eksonach locus SLC45A42. Ich ba-
dania ujawnity, ze polimorfizm Glu272Lys (rs26722)
jest zwiazany wylacznie z kolorem wtosow (p = 0,017),
a polimorfizm Leu374Phe (rs16891982) wykazywat
silng korelacje z kolorem skory (p = 2,2 x 10™°), natomiast
nie wykazywat korelacji z kolorem oczu oraz wlosow [5].
W tabeli III zebrano réznice wzoréw korelacji stwier-
dzone dla genu SLC4542.

Zaobserwowane roznice powoduja pytania, po pierw-
sze, 0 sama ich przyczyng, a po drugie o rzeczywiste zna-

czenie genu SLC45A42 dla pigmentacji cztowieka. Pro-
blemy zwiazane z replikacja pierwotnie wykazanych ko-
relacji genetycznych byly przedmiotem szczegolowej
analizy przeprowadzonej przez Hirschhorna i in. [13],
ktorzy przeanalizowali 603 doniesienia na temat korela-
cji genotyp — fenotyp odnoszace si¢ do lacznej liczby
168 genow. W rezultacie stwierdzili, ze pozytywna re-
plikacja pierwotnie postulowanych korelacji nie byla
zbyt czgsta. Zaproponowali oni cztery mozliwe przy-
czyny obserwowanych rozbieznosci wynikéw z badan
asocjacyjnych. Pierwsza mozliwa przyczyna jest ukryta
stratyfikacja populacji. Allel, ktéry czgsciej wystgpuje
w grupie o okreslonym fenotypie, moze by¢ niepropor-
cjonalnie czgsty w badanej probie populacyjnej, a przez
to wplywaé na uzyskiwane wyniki analiz. Zagadnienie to
szczegotowo omowit Balding [1], ktory uwaza straty-
fikacje populacji za bardzo istotna przyczyng falszywych
korelacji. Bez watpienia, problem ten moze dotyczy¢ roz-
nych badan nad genem SLC45A42. Jednak wptyw stratyfi-
kacji populacji na uzyskane przez autoréw tej pracy
wyniki badan wydaje si¢ raczej mato prawdopodobny,
gdyz wczesniejsze analizy opisanej tu populacji wyka-
zaty jej homogennosc¢ [25]. Roznice w strukturze LD cha-
rakterystycznego dla poszczegdlnych populacji rowniez
moga prowadzi¢ do rozbieznosci wynikow badan aso-
cjacyjnych. Badana pozycja SNP nickoniecznie musi
bezposrednio by¢ odpowiedzialna za efekt fenotypowy,
lecz jest sprzgzona genetycznie z wariantem wykazu-
jacym efekt funkcjonalny. W zwiazku z tym, ze w rdz-
nych populacjach mozliwa jest rézna historia rekom-
binacji genetycznych, moze to powaznie wptynaé na wy-
niki badan populacyjnych. Zagadnienie to szczegotowo
omoé6wili Pritchard i Przeworski [20]. Sugerowano, ze
polimorfizm rs16891982 moze bezposrednio odpowia-
da¢ za efekt funkcjonalny lub by¢ Scisle sprz¢zonym
z pozycja posiadajaca znaczenie funkcjonalne [np. 11],
a wige roéznice w strukturze LD stanowia raczej mato
prawdopodobna przyczyng obserwowanych rozbieznos-
ciw wynikach badan asocjacyjnych. Brak pozytywnej re-
plikacji moze réwniez wynika¢ z niewielkiego efektu
genetycznego zwiazanego z konkretnym polimorfiz-
mem. Zwlaszcza w sytuacji, gdy badane proby popula-
cyjne maja niska liczebno$¢, niewielkie efekty zwiazane
z polimorfizmem moga by¢ trudne do uchwycenia za po-
mocg testow statystycznych z powodu ich niskiej mocy.
Taka przyczyna wydaje si¢ bardzo prawdopodobna, gdyz
badania nad polimorfizmem genu rs16891982 przepro-
wadzono gléwnie na niewielkich probach populacyjnych
[3,5,7,9, 10]. Nalezy wreszcie zwroci¢ uwage na inter-
akcje typu gen — gen oraz gen — §rodowisko, ktére moga
wykazywac roznice w przypadku roznych populacji i s
zwiazane z ich charakterystyka genetyczna lub $rodo-
wiskowa. Niedoceniane znaczenie interakcji genetycz-
nych w badaniach nad cechami ztozonymi omowil szcze-
gotowo Moore [16]. Nie nalezy zaniedbywac¢ tej poten-
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cjalnej przyczyny obserwowanych rozbieznosci, a wspom-
niane zagadnienie warto zbada¢ doktadniej. Problemy
z wlasciwa replikacja pierwotnych wynikow badan asoc-
jacyjnych dyskutowane sa rowniez przez innych auto-
row. Healy wylicza wspomniane powyzej przyczyny:
niewystarczajaca moc statystyczna do wykrycia stabych
i Srednich efektéw oraz stratyfikacja populacji, dodajac
réwniez heterogennos¢ fenotypu, tendencyjnos$¢ publi-
kacji oraz prowadzenie wielokrotnych testoéw poréwn-
awczych jako mozliwe przyczyny braku replikacji [12].
Neale i Sham [17] zaproponowali metodg analizy genow
do badan asocjacyjnych (ang. gen based approach) jako
alternatywg pozwalajaca na ograniczenie typowych pro-
blemoéw wynikajacych z prowadzenia badan na poziomie
SNP lub haplotypéw wynikajacych np. z nieprawidto-
wych wnioskow w zwiazku z réznicami genetycznymi
pomigdzy populacjami. Wray i in. [26] zasugerowali, ze
mozliwos$ci prawidlowej predykeji ryzyka genetycznego
mozna podnie$¢ poprzez taczenie wynikow uzyskanych
z roznych badan lub poprzez znaczace podniesienie licz-
by analizowanych probek.

Genetyczna predykcja cech fizycznych bez watpie-
nia jest niezwykle obiecujaca idea z punktu widzenia
nauk sadowych. Jak dotad, satysfakcjonujace prawdo-
podobienstwa mozna uzyska¢ wytacznie prowadzac pre-
dyktywna analizg fenotypu charakteryzujacego sig¢ ru-
dym kolorem wloséw. Zaproponowane metody polegaja
na analizie okre$lonych mutacji w genie MCIR. Kolejne
geny, ktorych analiza bedzie juz wkroétce uzyteczna dla
celow predyktywnych, to dwa sasiadujace geny HERC?2
i OCA2, ktore sa odpowiedzialne za wigksza czg$¢
zmiennosci obserwowanej w kolorze oczu czlowieka.
Dalsze analizy, uwzgledniajace takze badania funkcjo-
nalne oraz testowanie potencjalnych interakcji genetycz-
nych, konieczne sa w celu jednoznacznego okreslenia
roli polimorfizméw w genie SLC4542 w determinacji
pigmentacji u cztowieka.
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