
1. In tro duc tion

The most strik ing pig men ta tion phe no type in hu -
mans is known as oculocutaneous al bi nism (OCA) and 
is char ac ter ised by de fi ciency or ab sence of mel a nin
pig men ta tion. A few dif fer ent types of al bi nism have
been de scribed in hu mans. Par tic u lar types are caused
by mu ta tions in sin gle genes that in clude: TYR, OCA2,
TYRP1 and SLC45A2 [19]. These and some other im -
por tant pig men ta tion genes like MC1R and ASIP are
now the sub ject of in ten sive stud ies in ves ti gat ing their
role in phys i o log i cal vari a tion of hu man pig men ta tion. 
All these genes are thought to af fect the com plex pro -
cess of pig ment syn the sis and dis tri bu tion, par tic u larly 
the num ber and size of melanosomes pro duced and the
amount and type of mel a nin syn the sised [21]. Melano -

somes are subcellular com part ments of melanocytes
that syn the sise and store the mel a nin pig ment. Mel a -
nin is a biopolymer that oc curs in two dif fer ent forms:
black-brown eumelanin and red-yel low pheomelanin.
The type, quan tity and dis tri bu tion of mel a nin de ter -
mine the col our of the irides, hair and skin. Mel a nin
pres ent in the skin is in volved in UV-light pro tec tion
lim it ing the risk of skin can cer and it is gen er ally be -
lieved that the geo graphic dis tri bu tion of hu man skin
col our to day re flects a his tory of ad ap ta tion to lat i -
tude-de pend ent lev els of UVR [15]. In deed, in di vid u -
als tend to have lighter skin col our with an in creas ing
dis tance from the equa tor. Dark pig men ta tion, ac cord -
ing to pres ent knowl edge, is re garded as an an ces tral
phe no type. This fact has a great im pact on con tem po -
rary un der stand ing of evo lu tion of hu man pig men ta -
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tion and gene func tion. It has been hy poth es ised that
light skin col our might have been pre ferred by pos i tive 
se lec tion in North ern Eu rope, pos si bly in re la tion to
light short age and vi ta min D syn the sis in skin. It is in -
ter est ing to note that most eye col our and hair col our
vari a tion is found among in di vid u als of Eu ro pean an -
ces try and it is as sumed that these traits may also have
been shaped by var i ous evo lu tion ary forces, in clud ing
sex ual se lec tion. Sim i larly to mouse model spe cies,
the hu man pig men ta tion phe no type is con sid ered to be 
de ter mined by more than 120 genes [2]. Ev i dence of
pos i tive se lec tion has been found for a few of them.
One of them is the SLC45A2 gene which is lo cated on
chro mo some 5p13.3, has seven exons span ning a dis -
tance of 40 kb and en codes 560 amino acid mem brane
as so ci ated trans porter pro tein (MATP). The an a logue
of this gene was dis cov ered by New ton and co-work -
ers in mice [18]. Stud ies con ducted on the mouse
Slc45a2 lo cus showed in volve ment of this gene in the
pro cess ing and intracellular traf fick ing of tyrosinase
and some other melanosomal pro teins [4]. Par tic u lar
mu ta tions in the hu man MATP gene lead to type 4 al -
bi nism, which has been ini tially de scribed by Inagaki
et al. for the Jap a nese pop u la tion [14] and has also
been re vealed in Ger man and Ko rean pop u la tions by
Rundshagen et al. [22]. SLC45A2 has also been im pli -
cated in nat u ral vari a tion of hu man pig men ta tion. Two 
non-syn on y mous polymorphisms, rs26722 and
rs16891982, have been as so ci ated with hu man pig -
men ta tion in var i ous pop u la tions. In ter est ingly, some
dif fer ences in as so ci a tion pat terns have been noted for
var i ous pop u la tion sam ples [5, 7, 10]. Re cently, three
tightly linked SNPs from the pro moter re gion of the
SLC45A2 gene have also been as so ci ated with pig -
men ta tion char ac ter is tics in one study [9]. The poly -
morphisms as so ci ated with pig men ta tion fea tures may
be of spe cial use to fo ren sic sci ence, al low ing phe no -
type pre dic tion based on anal y sis of bi o log i cal sam -
ples orig i nat ing from un known per pe tra tors. Thus, we
fur ther in ves ti gated the role of SLC45A2 and ana lysed
the two above men tioned non-syn on y mous polymor -
phisms, rs26722 and rs16891982. Both the SNPs were
found to be as so ci ated with hair col our, but sur pris -
ingly not with skin type or eye col our [3].

Here we pres ent re sults of ex am i na tion con ducted
on one of the pre vi ously dis cov ered pig men ta tion as -
so ci ated SNPs from the SLC45A2 pro moter re gion.
The dif fer ences in as so ci a tion pat terns dis cov ered for
SLC45A2 are also sum ma rised and the pos si ble causes
of this phe nom e non dis cussed. 

2. Ma te ri als and meth ods

2.1. DNA sam ples

Three hun dred and eighty eight sam ples (buccal
swabs) from un re lated men and women were col lected
by a sin gle der ma tol ogy spe cial ist, who cate gor ised
the study pop u la tion by skin, hair and eye col our. Skin
col our was re corded ac cord ing to the Fitzpatrick scale
com bined with ad di tional ex am i na tion of non-ex posed 
skin area [8]. Nat u ral hair pig men ta tion was cat e go -
rized as red/blond-red, blond, dark blond, au burn or
black. Eye col our was clas si fied as blue, green, ha zel
or brown. The over all clas si fi ca tion is shown in Ta -
ble I. The sam ples were col lected with the con sent of
the Ethics Committee of the Jagiellonian University.

TA BLE I. CLASSIFICATION OF SOUTH-POLISH

POPULATION SAMPLE STUDIED BY

PHENOTYPE

Characteristics Cases 
(N = 388)

 n
[%]

Eye
colour

Blue/grey 216 55.7

Green 46 11.9

Hazel 81 20.9

Brown/black 45 11.6

Hair
colour

Red/blond-red 84 21.7

Blond 63 16.2

Dark blond 182 47

Auburn 12 3.1

Black 47 12.1

Skin
type

Light skin (I or II) 172 44.3

Dark skin (III or IV) 216 56.7

Gender Male 151 38.9

Female 237 61.1

2.2. Geno typ ing

DNA was ex tracted us ing the phe nol-chlo ro form
or sil ica based method ac cord ing to pro ce dures de -
scribed else where [3].

The DNA re gion en com pass ing c.-1169 A/G poly -
mor phism (rs6867641) AACGATCACACACGGCT-
TCTCTCTCA[C/T] ACACATTATTACACATGACC- 
ACACA was am pli fied in a mul ti plex re ac tion to gether
with two other SNPs from the HERC2 gene (data not
pres ent) us ing a Qiagen Mul ti plex PCR kit (Qiagen,
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Hilden, Ger many). The prim ers were as fol lows: for -
ward: CACACACGTTATTACACAACGATC and re -
verse: GAGAAGCCATGAGTCCGATCATGT at a con - 
centration of 0.125 mM. DNA quan tity was 1–10 ng per
sam ple and the to tal re ac tion vol ume was 10 ml. The tem -
per a ture pro file was as rec om mended by the man u fac -
turer: ini tial de na tur ation at 95°C for 15 min, fol lowed
by 32 cy cles of de na tur ation at 94°C for 60 s, an neal -
ing at 61°C for 60 s, and ex ten sion at 72°C for 90 s and
a fi nal elon ga tion step at 72°C for 10 min. Five micro -
liters of the PCR prod ucts were treated with a mix ture
of ExoI and SAP en zymes (Fermentas, Vilnius, Lith u -
a nia) for pu ri fi ca tion.

A minisequencing re ac tion was per formed us ing
2 ml of the SNaP shot mix (Ap plied Biosystems, Fos ter
City, USA), 1 ml of ex ten sion primer with the fol low ing 
se quence: 5`-CACACGGCTTCTCTCTCA (0.2 mM)
and 1 ml of pu ri fied PCR prod uct. The re ac tion was
car ried out us ing a tem per a ture pro file as rec om men -
ded by the man u fac turer, i.e. 25 cy cles: de na tur ation at 
96°C for 10 s, an neal ing at 50°C for 5 s, and ex ten sion
at 60°C for 30 s, in a to tal vol ume of 10 ml. The pu ri fi -
ca tion was per formed us ing SAP en zyme (Fermentas,
Vilnius, Lith u a nia). Cap il lary elec tro pho re sis was done
us ing ABI 3100 Avant ge netic analyser and the SNP
pro to col. 

2.3. Sta tis ti cal anal y ses

Arlequin soft ware 3.1 [6] was used for Hardy-
Wein berg equi lib rium eval u a tion and link age dis equi -
lib rium test ing. The SPSS 12.0 com puter pro gram was
used for ex am i na tion of sig nif i cance of as so ci a tions
be tween the stud ied SNP and var i ous pig men ta tion
traits. Lo gis tic re gres sion was used to as sess the Odds

Ra tios (OR) and con fi dence in ter vals (CI) as so ci ated
with each pre dic tor value. OR is a mea sure of ef fect
size de fined as the ra tio of the odds of an event oc cur -
ring in one group to the odds of it oc cur ring in an other
group.

3. Re sults and dis cus sion

The SLC45A2 gene is con sid ered one of the most
im por tant pig men ta tion genes in hu mans. Graf et al.
dis cov ered that two non-syn on y mous SNPs are  signi -
fi cantly as so ci ated with nat u ral dif fer ences in skin, eye 
and hair col our in a pop u la tion of Eu ro pean or i gin [9].
The in ves ti ga tion that we per formed showed only par -
tial rep li ca tion of this find ing (as so ci a tion with hair
col our and not with skin and eye col our) and we ex -
plained this by a lack of power to de tect be cause of
very low fre quency of mi nor al leles in the Pol ish pop u -
la tion [3]. In a re cent pa per, Graf et al. re ported as so ci -
a tion be tween an other three tightly linked poly mor -
phisms lo cated in the pro moter re gion of the SLC45A2
gene and pig men ta tion vari a tion [10]. We checked one 
vari a tion (of these SNPs): rs6867641; c.-1169 A/G in
our pop u la tion sam ple con sist ing of 388 un re lated in -
di vid u als with de fined phe no type char ac ter is tics. Us -
ing lo gis tic re gres sion we in ves ti gated po ten tial asso -
ciations be tween its allelic vari ants and dif fer ent eye,
hair and skin colours. De tails con cern ing the pop u la -
tion study are given in Ta ble I. The fre quency dis tri bu -
tions of the c.-1169 A and G al leles were found to be at
the same level as for other Eu ro pean or i gin pop u la -
tions in ves ti gated by Graf et al. (Ta ble II) [10]. The
stud ied poly mor phism was found to be in HW equi-
lib rium (p = 0.38015).
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TA BLE II. IMPORTANT POLYMORPHISMS AND THEIR ALLELE FREQUENCY FOR SLC45A2 AS ASCERTAINED IN

DIFFERENT STUDIES

c.-1169 G/A allele
frequency of SLC45A2
promoter variant

rs26722 rs16891982

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. stud ies [9, 10]; **Branicki et al. [3] and this study; “–” no data avail able.



Our data shows the overrepresentation of the
rs6867641 G al lele among in di vid u als with brown
eyes and this re sult achieved the level of sig nif i cance
in the per formed sta tis ti cal test (p = 0.04, OR = 1.9,
CI = 1.03–3.6). How ever, the ob tained p value is very
weak and it lacks sig nif i cance af ter Bonferroni cor rec -
tion for mul ti ple test ing. It is note wor thy that the G al -
lele is the an ces tral one (see data for rs6867641 at
www.ncbi.nlm.nih.gov) and is overrepresented among 
in di vid u als with brown eye col our. This re sult is con -
sis tent with our cur rent knowl edge on evo lu tion of hu -
man pig men ta tion. Con trarily, Graf et al. [10] found an 
as so ci a tion of the A al lele with ol ive skin col our
(p = 0.003, OR = 2.11) in com par i son with in di vid u als
hav ing the c.-1169G and fair skin. There were no as so -
ci a tions with eye and hair col our in this study. In a re -
cent large as so ci a tion study, Han et al. con cluded that
of the SLC45A2 SNPs de scribed by Graf’s team, only
one exonic SNP, namely rs16891982, was sig nif i -
cantly as so ci ated with pig men ta tion [11]. Their con -
clu sion was based on per formed multivariate anal y sis
in which they in cluded one of the pro moter poly -
morphisms de scribed by Graf et al. [10] and two ex -
onic SLC45A2 SNPs: rs26722 and rs16891982 [9].
Thus, the as so ci a tion of rs 6867641 (and the other pro -
moter polymorphisms dis cov ered by Graf et al. [10]),
if real, should be con sid ered as very weak. We also
checked that in the stud ied pop u la tion sam ple no LD
ex ist be tween the pro moter rs6867641 SNP and the
two above men tioned exonic polymorphisms, rs26722
and rs16891982. The same ob ser va tion was re ported
by Graf et al. [10]. These two non-syn on y mous poly -
morphisms re fer ring to amino acid al ter ations
Glu272Lys and Leu374Phe were shown by Graf et al.
[9] to be sig nif i cantly as so ci ated with dark hair, skin
and eye col our in var i ous pop u la tions of Eu ro pean or i -

gin. More over, Soejima et al. [23] pro vided ev i dence
for pos i tive se lec tion that fa vours the 374Phe vari ant
in Eu rope, and in fur ther stud ies they sug gested the
use ful ness of this poly mor phism as an an ces try-in for -
ma tive marker [23, 24]. In our study, both vari ants:
272Lys and Leu374 were linked to black hair col our
(272Lys p = 0.002; Leu374 p < 0.001) and not to
skin type or eye col our [3]. In ter est ingly, Cook et
al. [5] have also found a dif fer ent pat tern of as so ci a -
tion when study ing the same two exonic SLC45A2
 poly morphisms. Their re search in di cated that the poly -
mor phism Glu272Lys (rs26722) was con nected solely
with hair col our (p = 0.017), whilst Leu374Phe,
rs16891982 was strongly as so ci ated with skin col our
(p = 2.2 ´ 10–6), but not with eye and hair col our [5].
A sum mary of dif fer ences in as so ci a tion pat terns not -
ed for SLC45A2 is given in Ta ble III. 

The ob served dif fer ences raise ques tions – firstly
about their cause and sec ondly about the real ef fect of
SLC45A2 on pig men ta tion in hu mans. Prob lems
linked with rep li ca tion of ini tial ge netic as so ci a tions
have been stud ied more thor oughly by Hirschhorn et
al. [13], who in ves ti gated 603 re ports on ge no type-
phe no type as so ci a tions re lat ing to a to tal num ber of
168 genes. They con cluded that con sis tent rep li ca tion
of the ini tial as so ci a tions was rather rare. That au thors
pro posed four pos si ble rea sons for the ob served dis -
crep an cies in as so ci a tion stud ies. The first pos si ble
cause is a hid den pop u la tion strat i fi ca tion. The al lele
which oc curs more fre quently in a par tic u lar pheno -
typic group may be dis pro por tion ately fre quent in the
tested sam ple and in this way in flu ences the re sults.
This is sue was thor oughly dis cussed by Bald ing [1],
who con sid ered pop u la tion strat i fi ca tion a very im por -
tant cause of spu ri ous as so ci a tions. Un doubt edly, this
prob lem can not be ruled out in the case of var i ous
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TA BLE III. PATTERNS OF ASSOCIATION REVEALED FOR DIFFERENT SLC45A2 POLYMORPHISMS IN VARIOUS

POPULATIONS OF EUROPEAN ORIGIN

rs26722 rs16891982 rs6867641

– – Eye colour This study

Hair colour Hair colour Branicki et al. [3]

Skin, eye, hair colour Skin, eye, hair colour – Graf et al. [9]

– – Skin colour Graf et al. [10]

– Skin, eye, hair colour – Fernandez et al. [7]

 Hair colour Skin colour – Cook et al. [5]

Non-significant Skin, hair colour – Han et al. [11]

“–” – No data.



stud ies con ducted on SLC45A2. How ever, a pop u la -
tion strat i fi ca tion seems to be rather un likely in the
pres ent study as pre vi ous anal y ses of our pop u la tion
sam ples have shown that the pop u la tion is rather ho -
mog e nous [25]. Dif fer ences in LD struc ture char ac ter -
is tic for var i ous pop u la tions may also lead to
dis crep an cies in as so ci a tions. The stud ied SNP may
not be di rectly re spon si ble for phe no type de ter mi na -
tion but is in link age dis equi lib rium with the causal
vari ant. As dif fer ent re com bi na tion his to ries may
char ac ter ise var i ous pop u la tions, this may se ri ously
af fect re sults of pop u la tion stud ies. This is sue is dis -
cussed in de tail by Prit chard and Przeworski [20]. The
po si tion rs16891982 has been sug gested to be the
causal vari ant or closely linked with the causal vari ant
[e.g. 11], thus the dif fer ences in LD struc ture are rather 
un likely to be a cause of ob served in con sis ten cies in
as so ci a tions. Non-rep li ca tion may also be re lated to
a weak ge netic ef fect as so ci ated with a par tic u lar SNP. 
Es pe cially if stud ies are small in size, they may have
not enough power to de tect such weak ef fects. This po -
ten tial cause seems to be very prob a ble, as the stud ies
in volv ing rs16891982 have been con ducted mostly on
small pop u la tions [3, 5, 7, 9, 10]. Fi nally, turn ing to
gene-gene and gene-en vi ron ment in ter ac tions – these
may be dif fer ent in var i ous pop u la tions and are re lated
to the ge netic or en vi ron men tal back ground char ac ter -
is tic for par tic u lar pop u la tions. The un der es ti mated
role of gene-gene in ter ac tions in stud ies con cern ing
com plex traits has been thor oughly dis cussed by
Moore [16]. This po ten tial cause of the ob served dis -
crep an cies should not be ne glected and is worth in ves -
ti gat ing more closely. Prob lems with ad e quate
rep li ca tion of ini tial as so ci a tion find ings are also dis -
cussed by other au thors. Healy lists the above men -
tioned causes: in ad e quate sta tis ti cal power to de tect
small and mod er ate ef fects and pop u la tion strat i fi ca -
tion, as well as phe no type het er o ge ne ity, pub li ca tion
bias and mul ti ple com par i son test ing as pos si ble
causes of non-rep li ca tion [12]. Neale and Sham [17]
have pro posed a gene based ap proach to as so ci a tion
anal y sis as a so lu tion to re duce the typ i cal draw backs
of the SNP or haplotype ap proach, such as in cor rect
find ings due to ge netic dif fer ences be tween pop u la -
tions. Wray et al. [26] have sug gested that the pos si bil -
ity of ac cu rate pre dic tion of ge netic risk may be
in creased by com bin ing re sults ob tained from dif fer -
ent stud ies or sig nif i cantly in creas ing the sam ple sizes.

Ge netic pre dic tion of phys i cal traits is un doubt edly 
a very prom is ing idea for fo ren sic sci ence. So far, only
red hair col our phe no type can be pre dicted with rea -
son able cer tainty by ge netic as says. The pro posed
meth ods are based on geno typ ing of spe cific mu ta tions 

in the MC1R gene. The next genes which should soon
be in cluded in pre dic tive anal y ses are two neigh bour -
ing genes, HERC2 and OCA2, which are re spon si ble
for most of the vari a tion in hu man eye col our. Fur ther
anal y ses, in clud ing func tional stud ies and test ing po -
ten tial ge netic in ter ac tions are nec es sary to un am big u -
ously es tab lish the role of polymorphisms within
SLC45A2 in hu man pig men ta tion. 
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1. Wstêp

Naj bard ziej skraj ny fe not yp pig ment owy cz³owieka
cha rakt ery zuje siê znacz nym lub ca³ko wit ym bra kiem
pig mentu (me lan iny) i jest ok reœ lany mia nem al bin izmu
oczno-skórnego (OCA). Zna nych jest kil ka ró¿ nych form 
al bin izmu u cz³owieka. Ka¿da z nich jest wywo³ana mu -
tac jami w jed nym z czte rech genów pig ment acy jnych, tj.
TYR, OCA2, TYRP1 lub SLC45A2 [19]. Geny te s¹ obec -
n ie, wraz z in nymi zna nymi ge nami pig ment acy jnymi
(np. MC1R i ASIP), przed miot em szcze gó³owych badañ
zmie rzaj¹cych do okre œlenia ich zna czen ia dla  fizjolo -
gicz nej zmi enno œci pig ment acji cz³owieka. Przyj muje
siê, ¿e geny pig ment acy jne s¹ od pow iedz ialne za z³o¿ ony 
pro ces syn tezy i dys tryb ucji pig mentu, a w szc zegó lnoœci
wp³ywaj¹ na lic zbê i roz miary wy twar zany ch me lano -
somów oraz il oœæ i ro dzaj syn tet yzo wan ej me la n iny [21].

Me lan oso my s¹ struk tur ami komór kow ymi melan o -
cy tów, w który ch syn tet yzo wany, a nas têp nie  przecho -
wy wany, jest pig ment. Me lan ina jest bio pol ime rem wy-
 stêpuj¹cym w dwó ch ró¿ nych for mach: jako br¹zowo-
czar na eu mel ani na oraz czer wono-¿ó³ta fe om ela nina.
Ro dzaj, il oœæ oraz roz mieszc zenie me lan iny de term inu je
ko lor tê czówki oka, w³osów oraz sk óry. Obecna w skórze 
me lan ina pe³ni fu nkc jê ochronn¹ przed pro mien iowa -
niem UV, zmniej szaj¹c tym sa mym ry zyko roz woju  no -
wotworów skó ry. Po wszechn ie przyj muje siê równi e¿, ¿e 
geo graf iczne roz mieszc zenie osób o po dobn ej bar wie
skó ry sta nowi od zwierc iedl enie hi stor ii ad apt acji do za -
le¿ nego od sz ero koœ ci geo graf icznej po ziomu pro mien io -
wa nia UV [15]. Rze czyw iœcie, ko lor sk óry jest u lu dzi
co raz ja œniejszy wraz ze wzro stem od leg³oœci od ró w -
nika. Ciem na pig ment acja, zgod nie z obecn ym sta nem
wie dzy, jest uwa ¿ana za an ces traln¹. Ma to istotne zna -
czen ie na wspó³cze sne pogl¹dy do tycz¹ce ewol ucji pig -
ment acji i funk cji genów pig ment acy jnych u cz³owieka.
Ist nieje hi pot eza, zgod nie z któr¹ ja sna sk óra by³a na te -
ren ie Eu ropy pó³noc nej faworyzowana przez dobór  natu -
ralny, praw dop odo bnie w zwi¹zku z nie dob orem œwi at³a
i syn tez¹ wi tam iny D w sk órze. War to rów nie¿ zau -
wa¿yæ, ¿e prz ewa¿aj¹ca czê œæ zró ¿nicowania ko loru
oczu oraz w³osów ma miej sce w po pul acj ach o  pocho -
dze niu eu rop ejsk im. Przyj muje siê, ¿e ce chy te mog³y
byæ kszta³to wane przez ró¿nego typu me chan izmy  ewo -
lu cyjne, w tym byæ mo¿e do bór p³cio wy. Po przez  ana -
logiê do my szy uw a¿a siê, ¿e pig ment acja u cz³owieka
mo¿e zale¿ eæ od po nad 120 ge nów [2]. W przy padku kil -
ku z nich udow odni ono dzia³anie do boru po zyt ywne go.
Jed nym z tego typu gen ów jest gen SLC45A2, któ ry jest
po³o¿o ny na chro mos omie 5p13.3. Po siada on sie dem

eks onów roz pos tarty ch na dy stans ie 40 ty siêcy par za sad
i ko duj¹cy bia³ko trans port uj¹ce zwi¹zane z b³on¹  mela -
no somu (ang. mem brane as soc iated trans port er pro tein,
MATP) o d³ugo œci 560 ami nok wasów. Anal og tego genu
zo sta³ od kryty przez Newto na i in. u my szy [18]. Ba dan ia
prze prow adz one nad my sim lo cus SLC45A2 wy kaza³y,
¿e gen jest za ang a¿owany w prze twar zanie i  wewn¹trz -
komór kowy trans port ty roz yna zy i in nych bia³ek  zawar -
tych w me lan oso mie [4]. Ni ekt óre mu tac je w ludz kim
ge nie SLC45A2 pro wadz¹ do al bin izmu typu 4 opis ane go 
przez In ag aki i in. u Ja po ñcz yków [14], a na st êpn ie
ujawn ione go równi e¿ w po pul acj ach: nie mieck iej i kor -
eañsk iej przez Runds hag en i in. [22]. Wy kaz ano ta k¿e, ¿e 
gen SLC45A2 jest zwi¹zany z na tur aln¹ zm ien noœci¹ pig -
ment acji u cz³owieka. Dwa nie syn oni mic zne po lim orfi z -
my rs26722 i rs16891982 powi¹zano z pig ment acj¹ cz³o -
wie ka w ró¿ nych po pul acj ach. Co cie kawe, w przy padku
posz czeg ólnych po pul acji stwier dzono nie co od mienny
wzór ko rel acji z pig ment acj¹ [5, 7, 10]. Ostatn io po jawi³o 
siê ró wni e¿ jed no do nies ienie na te mat ko rel acji trzech
œciœle sprzê¿onych po zyc ji typu SNP w re gion ie  promo -
to rowym genu SLC45A2 z ce chami pig ment acy jny mi [9]. 
Po lim orfi zmy wy kaz uj¹ce zwi¹zki z fe not ypem  pigmen -
towym mog¹ po tenc jalnie byæ u¿ ytec zne dla nauk s¹do -
wych, um o¿liwiaj¹c pr edykcjê fe not ypu w oparc iu o ana- 
 lizê próbek bio log iczny ch po chodz¹cych od   nieu stal o ny -
ch sp rawc ów pr zest êps tw. Maj¹c na celu dalsz¹ ana lizê zna -
czen ia genu SLC45A2 dla pre dykc ji fe not ypu pig men to-
wego, pod dano anal izie dwa wspo mniane  powy ¿ej  niesy -
no nimiczne po lim orfi zmy rs26722 i rs16891982. Obie po -
zy cje SNP wy kaza³y ko rel acjê z ko lor em w³osów, lecz
nie oczek iwa nie nie by³y  skore lowane z ty pem sk óry oraz
ko lor em oczu [3]. 

Ni niejs za pra ca przed staw ia wy niki anal izy jed nego
z opis any ch wcze œni ej poli mor fizmów typu SNP w re -
gion ie pro mot oro wym genu SLC45A2 sko rel owa nego
z na tur aln¹ pig ment acj¹. W pra cy opis ano równ ie¿  ró¿ -
nice we wzo rze ko rel acji od kryt ych dla genu SLC45A2
i pod dano dys kus ji mo¿ liwe przy czyny wyst êpow ania
tego zja wis ka. 

2. Ma ter ia³y i me tody 

2.1. Pr óbki DNA

Ba dan iom pod dano 388 pró bek po chodz¹cych od nie -
spok rewni onych ko biet i mê ¿czyzn. Ma ter ia³ ba dawc zy
(wy mazy z jamy ust nej) zo sta³ ze brany przez specjalistê
z za kresu der mat olo gii, któ ry dla ka¿ dej osoby uw zglê d -
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nionej w ba dan iach zde fin iowa³ fe not yp pig ment owy
(ko lor sk óry, w³osów oraz oczu). Ko lor sk óry ok reœlono
przy za stos owa niu ska li za prop ono wan ej przez Fitzpa -
tricka [8] i do datk ow¹ an alizê po wierzchni ni enara¿on ej
na dzia³anie pro mieni s³oneczn ych. Na tur alny ko lor w³o -
sów skla syf iko wano jako rudy, rudy blond, blond, ciem -
ny blond (sza tyn), kasz tan owy, czar ny. Ko lor oczu skla-
sy fik owa no jako nie bies ki, zie lony, piw ny lub br¹zowy.
Kom pletn¹ cha rakterystykê fe not ypu pig ment owe go
przedsta wiono w tabeli I. Próbki zebrano za zgod¹ Ko -
mis ji Bioetyki Uniwersytetu Jagielloñskiego. 

2.2. Ge not ypo wan ie

DNA izol owa no z wyma zów z jamy ust nej przy za -
stos owa niu me tody fe nol owo-chlo rof ormo wej lub krze -
mionk owej zgod nie z uprzedn io opis any mi pro ced ura -
mi [3]. Frag ment DNA obejm uj¹cy po lim orfi zm c.-1169
A/G (rs6867641) AACGATCACACACGGCTTCTCT-
CTCA [C/T] ACACATTATTACACATGACCACACA
am plif iko wano w re akc ji typu mul tip leks ³¹cznie z dwo -
ma in nymi po lim orfi zma mi typu SNP w ge nie HERC2
(dane nie prez ento wane) przy za stos owa niu ze stawu
 Qiagen Mul tip lex PCR kit (Qia gen, Hil den, Niem cy).
Sto sow ano star tery re akc ji PCR o na stê puj¹cych sek -
wen cjach: F: CACACACGTTATTACACAACGATC
i R: GAGAAGCCATGAGTCCGATCATGT i stê ¿eniu
0,125 mM. Stê ¿enie ma tryc owe go DNA wy nosi³o od
1–10 ng w ca³ko wit ej ob jêt oœci mie szan iny re akc yjnej
10 ml. Sto sow ano pro fil tem per atu rowy re kom endo wany
przez pro duc enta ze stawu: de nat ura cja ws têp na w tem -
per atu rze 95°C przez 15 min, a nastêpnie 32 cy kle:  dena -
turacja w tem per atu rze 94°C przez 60 s, przy³¹cza nie
sta rterów w tem per atu rze 61°C przez 60 s, wyd³u¿anie
produktów w tem per atu rze 72°C przez 90 s, wyd³u¿anie
koñcowe w tem per atu rze 72°C przez 10 min. Piêæ mi kro -
litrów pro duktu PCR oczyszc zano za po moc¹ mie szan iny 
enz ymów ExoI i SAP (Fer ment as, Vil nius, Li twa).

Reak cjê mi nis ekw encjo nowa nia pro wad zono z za -
stos owa niem 2 ml mie szan iny SNaP sh ot (Ap plied Bio -
syst ems, Fo ster City, Sta ny Zjed noc zone), 1 ml star tera
o nast êpuj¹cej se kwenc ji 5’-CACACGGCTTCTCTCTCA
(0,2 mM) oraz 1 ml oczyszc zone go pro duktu PCR.  Zasto -
sowano pro fil tem per atu rowy re kom endo wany przez
pro duc enta ze stawu, tj. 25 cy kli: de nat ura cja w tem per a -
tu rze 96°C przez 10 s, przy³¹cza nie sta rterów w tem per a -
tu rze 50°C przez 5 s i wyd³u¿anie w tem per atu rze 60°C
przez 30 s w ca³ko wit ej ob jêt oœci 10 ml. Oczyszc zanie
produkt ów re akc ji mi nis ekw encjo nowa nia  przeprowa -
dzo no przy za stos owa niu en zymu SAP (Fer ment as, Vil -
nius, Li twa). Roz dzia³ elekt rofo ret ycz ny (elekt rofo rezê
ka pil arn¹) pro wad zono na apar acie ABI 3100 Avant z za -
stos owa niem pro toko³u do anal izy SNP. 

2.3. Anal izy sta tys tyczne

Anal izy równ owa gi Har dy’ ego-We inb erga oraz  nie -
równowagi sp rzê ¿eñ (ang. lin kage di sequi libr ium, LD)
pro wad zono przy po mocy pro gramu Ar lequin, wer sja 3.1 
[6]. Pro gram SPSS, wer sja 12.0, wy kor zyst ano do anal i -
zy ko rel acji po miê dzy ba dan ymi po lim orfi zma mi typu
SNP a ró ¿ny mi ce chami pig ment acy jnymi. Reg resjê lo -
gis tyczn¹ za stos owa no do oszac owa nia warto œci ilor azu
szans (ang. odds ra tio, OR) i prze dzia³u ufno œci (CI) dla
posz czególnych wart oœci zmien nej wyjaœ niaj¹cej. OR
po zwala na ok reœl enie ro zmia rów efektu i jest de fin iowa -
ny jako sto sun ek szan sy zajœ cia zda rzen ia w jed nej gru pie 
do szan sy zajœ cia zda rzen ia w dru giej gru pie. 

3. Wy niki i dys kus ja

Gen SLC45A2 jest uwa¿a ny za je den z naj bard ziej
istotn ych genów pig ment acy jnych u cz³owieka. Graf i in.
od kryli, ¿e dwa nie syn oni mic zne po lim orfi zmy SNP
w tym ge nie s¹ istotn ie sko rel owa ne z na tur aln¹ zm ien -
noœci¹ w ko lor ze sk óry, oczu oraz w³osów w po pul acji
lu dzi o po chod zeniu eu rop ejsk im [9]. Prze prow adz one
przez autorów ni niejs zej pra cy ba dan ia wy kaza³y je dyn ie
cz êœc iow¹ re pli kacjê tych wy nik ów (ko rel acja z ko lor em
w³osów i brak ko rel acji z ko lor em sk óry oraz oczu), co
wy jaœ niono przez nisk¹ moc sta tys tyczn¹ te stu (bra kiem
zdo lnoœci te stu sta tys tyczne go do wy kryc ia ró ¿nicy po -
miêd zy po równ ywanymi gru pami) spo wod owan¹ bar dzo 
nisk¹ czê stoœci¹ rzad szych al leli w ba dan ej po pul acji
z Pol ski [3]. W nie dawno opub liko wan ej pra cy Graf i in.
opis ali kore lac jê pomi êdzy trze ma in nymi po lim orfi zma -
mi po³o¿ ony mi w re gion ie pro mot ora genu SLC45A2
a zmi enn oœci¹ pig ment acji [10]. Je den z tych po li mor -
fizmów (rs6867641; c.-1169 A/G) zba dano w prze bad a -
nej przez autorów ni niejs zej pra cy pró bie po pul acy jnej
z³o¿ onej z 388 nie spok rewni onych osób o zde fin iowa -
nych ce chach fe not ypo wych. Sto suj¹c reg resjê lo gis tycz -
n¹, anal izie pod dano po tenc jalne ko rel acje po miê dzy
al le l ami po lim orfi zmu rs6867641 a ko lor em oczu,
w³osów oraz sk óry. Sz cze gó³y do tycz¹ce ba dan ej  popu -
lacji przed staw iono w ta beli I. Stwier dzony rozk³ad
czêsto œci al leli c.-1169 A oraz G nie od biega³ od wa rtoœ ci
przed staw iony ch przez Gra f i in. dla po pul acji o  pocho -
dzeniu eu rop ejsk im (ta bela II) [10]. Wy kaz ano ró w ni e¿,
¿e  badany po lim orfi zm by³ w sta nie rów nowagi HW
(p = 0,38015).

Prze prow adz one ba dan ia wy kaza³y nad miar al lelu
rs6867641 G wœród osób po siad aj¹cych br¹zowy ko lor
oczu, a wy nik ten osi¹gn¹³ is totnoœæ w prze prow adz onym 
teœc ie sta tys tycznym (p = 0,04, OR = 1,9, CI = 1,03–3,6).
Uzys kana wart oœæ p wska zuje jed nak na bar dzo s³ab¹
 zale¿noœæ, a stwier dzona ko rel acja tra ci ist otnoœæ po
wpro wad zeniu po prawki Bon ferr oni ego dla tes tów wie -
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lok rotny ch. War to odn otowaæ, ¿e al lel G jest al lel em
 ancestralnym (zob. dane dla rs6867641 w ser wis ie
www.ncbi.nlm.nih.gov) i wys têp uje w nad miar ze u osób
o br¹zo wym ko lor ze oczu. Po zos taje to w zgo dzie
z obecn¹ wiedz¹ na te mat ewol ucji pig ment acji u cz³o -
wieka. Prze ciwn ie, Graf i in. [10] stwier dzili korela cjê
pomiêd zy al lel em A a ciem niejs zym ko lor em sk óry
(p = 0,003, OR = 2,11) w po rów naniu z osob ami po siad -
aj¹cych wa riant c.-1169G i ja sny ko lor sk óry; we wspo m -
nian ej powy ¿ej pra cy nie stwier dzono równie¿ zale¿n oœci 
pomiêd zy ko lor em oczu oraz w³osów. W opub liko wan ej
nie dawno pra cy pre zent uj¹cej wy niki sze rok ich bad añ
asoc jacy jnych Han i in. stwier dzili, ¿e ze wszyst kich
polimo rfizmów opis any ch w ge nie SLC45A2 przez zes -
pó³ Gra f, tyl ko jed na po zyc ja typu SNP, tj. rs16891982,
wy kaz uje istotn¹ korelacjê z pig ment acj¹ [11]. Wnio ski
oparli na prze prow adz onej anal izie wie loc zynni kow ej,
w któ rej uwz glê dnili je den z opis any ch przez Gra f i in.
pol imorfizmów w re gion ie pro mot oro wym [10] oraz dwa 
po lim orfi zmy w eks on ach genu SLC45A2, tj. rs26722
i rs16891982 [9]. Wy nika z tego, ¿e ko rel acja w przy -
padku po zyc ji rs6867641 (i po zos ta³ych dw óch  poli -
morfizmów z re gionu pro mot oro wego opis any ch przez
zespó³ Gra f), jeœ li rze czywiœcie ist nieje, to jest bar dzo
s³aba. Au tor zy tej pra cy spraw dzili równi e¿, ¿e w ba dan ej 
po pul acji nie ma sp rzê ¿en ia ge net yczne go po miê dzy po -
lim orfi zmem pro mot ora rs6867641 a dwo ma wspo mnia -
n ymi wcze œniej po lim orfi zma mi w eks on ach rs26722
oraz rs16891982. Taki sam re zult at za obs erwo wali ta k¿e
Graf i in. [10]. Te dwa nie syn oni mic zne po lim orfi zmy
od nosz¹ce siê do zmian Glu 272Lys i Le u374Phe s¹ zgod -
nie z wy nik ami ba dañ prze prow adz onych przez Gra f
i in. [9] i istotn ie sko rel owa ne z ciem niejsz¹ pig ment acj¹
w³osów, skó ry oraz oczu w ró¿ nych po pul acj ach o po -
chod zeniu eu rop ejsk im. Co wi êcej, Soe jima i in. [23] wy -
kaz ali, ¿e zmia na 374Phe by³a fa wor yzo wana przez do-
 bór na tur alny na te ren ie Eu ropy, a w dal szych ba dan iach
za sug ero wali oni ró wni e¿ u¿ yte czn oœæ tego po lim orfi -
zmu w cha rakt erze mar kera po chod zenia bio geo grafi -
cznego [23, 24]. W opis any ch tu ba dan iach oby dwa
wa rianty, tj. 272Lys i Leu374, wy kaz ywa³y ko rel acjê
z czar nym ko lor em w³osów (272Lys p = 0,002; Leu374
p < 0,001), a nie wy kaz ywa³y ko rel acji z ty pem sk óry
oraz ko lor em oczu [3]. Co cie kawe, Cook i in. [5] rów -
nie¿ stwier dzili inny wzór ko rel acji, anal izuj¹c te same
dwa po lim orfi zmy w eks on ach lo cus SLC45A2. Ich ba -
dan ia ujawni³y, ¿e po lim orfi zm Glu 272Lys (rs26722)
jest zwi¹zany wy³¹cznie z ko lor em w³osów (p = 0,017),
a po lim orfi zm Le u374Phe (rs16891982) wy kaz ywa³
siln¹ ko rel acjê z ko lor em sk óry (p = 2,2 ́  10–6), na tom iast 
nie wy kaz ywa³ ko rel acji z ko lor em oczu oraz w³osów [5]. 
W ta beli III ze brano ró ¿nice wz orów ko rel acji stwier -
dzone dla genu SLC45A2. 

Za obs erwo wane ró ¿ni ce po wod uj¹ py tan ia, po pierw -
sze, o sam¹ ich przyc zynê, a po dru gie o rze czyw iste zna -

czen ie genu SLC45A2 dla pig ment acji cz³owieka. Pro -
blemy zwi¹zane z re plik acj¹ pier wotn ie wy kaz any ch ko -
rel acji ge net yczny ch by³y przed miot em szcze gó³owej
anal izy prze prow adz onej przez Hir schhorna i in. [13],
któ rzy prze anal izo wali 603 do nies ienia na te mat ko rel a -
cji ge not yp – fe not yp od nosz¹ce siê do ³¹cznej licz by
168 genów. W re zult acie stwier dzili, ¿e po zyt ywna re -
plik acja pier wotn ie po stul owa nych ko rel acji nie by³a
zbyt cz êsta. Za prop ono wali oni czte ry mo¿l iwe przy -
czyny ob serw owa nych ro zbie ¿no œci wy ników z ba dañ
asoc jacy jnych. Pierwsz¹ mo¿liw¹ przy czyn¹ jest ukryta
stra tyf ika cja po pul acji. Al lel, kt óry cz êœciej wy stêpuje
w gru pie o okr eœlonym fe not ypie, mo¿e byæ  niepropor -
cjo nalnie cz êsty w ba dan ej pr óbie po pul acy jnej, a przez
to wp³ywaæ na uzys kiwa ne wy niki anal iz. Za gadn ienie to
sz czegó³owo om ówi³ Bal ding [1], któ ry uwa ¿a str aty -
fikacjê po pul acji za bar dzo istotn¹ przyczynê fa³szy wych
ko rel acji. Bez w¹tpie nia, pro blem ten mo¿e dot yczyæ ró¿ -
nych bad añ nad ge nem SLC45A2. Jed nak wp³yw  stra tyfi -
kacji po pul acji na uzys kane przez autorów tej pra cy
wy niki ba dañ wy daje siê ra czej ma³o praw dop odo bny,
gdy¿ wcze œni ejs ze anal izy opis anej tu po pul acji wy ka -
za³y jej ho mog ennoœæ [25]. Ró ¿ni ce w struk tur ze LD cha -
rakt ery sty cznego dla pos zcze gól nych po pul acji ró wni e¿
mog¹ pr owa dziæ do ro zbi e¿n oœci wy nik ów ba dañ  aso -
cjacyjnych. Ba dana po zyc ja SNP nie kon iecznie musi
bez poœ rednio byæ od pow iedz ialna za efekt fe not ypo wy,
lecz jest sp rzê ¿ona ge net ycznie z wa riant em wy kaz u -
j¹cym efekt funk cjon alny. W zwi¹zku z tym, ¿e w  ró¿ -
nych po pul acj ach mo ¿li wa jest ró ¿na hi stor ia re kom -
bi nac ji ge net yczny ch, mo¿e to po wa¿ nie wp³yn¹æ na wy -
niki ba dañ po pul acy jnych. Za gadn ienie to sz czegó³owo
om ówili Pri tchard i Prze wors ki [20]. Su ger owa no, ¿e
 polimorfizm rs16891982 mo¿e bezpoœrednio od po wia -
daæ za efekt funk cjon alny lub byæ œciœ le sprz ê¿on ym
z po zycj¹ po siad aj¹c¹ zna czen ie funk cjon alne [np. 11],
a wiêc ró¿n ice w struk tur ze LD sta nowi¹ ra czej ma³o
praw dop odo bn¹ przy czy nê ob serw owa nych ro zbie ¿no œ -
ci w wy nik ach ba dañ asoc jacy jnych. Brak po zyt ywnej re -
plik acji mo¿e ró wnie¿ wy nikaæ z nie wielk iego efektu
ge net yczne go zwi¹za nego z kon kretn ym po lim orfi z -
mem. Zw³asz cza w sy tua cji, gdy ba dane pr óby  popula -
cyjne maj¹ nisk¹ li cze bnoœæ, nie wielk ie efekty zwi¹zane
z po lim orfi zmem mog¹ byæ trud ne do uchwyc enia za po -
moc¹ te stów sta tys tyczny ch z po wodu ich ni skiej mocy.
Taka przy czyna wy daje siê bar dzo praw dop odo bna, gdy¿ 
ba dan ia nad po lim orfi zmem genu rs16891982  przepro -
wa dzono g³ównie na nie wielk ich pró bach po pul acy jnych 
[3, 5, 7, 9, 10]. Na le¿y wresz cie zwróc iæ uwagê na in ter -
akcje typu gen – gen oraz gen – œr odo wisko, kt óre mog¹
wy kaz ywaæ ró ¿ni ce w przy padku ró¿n ych po pul acji i s¹
zwi¹zane z ich cha rakt ery styk¹ ge net yczn¹ lub œr odo -
wiskow¹. Nie doc eni ane zna czen ie in ter akcji  genetycz -
nych w ba dan iach nad ce chami z³o¿ onymi om ówi³ szcze- 
gó³owo Mo ore [16]. Nie na le¿y za niedbywaæ tej   poten- 
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cjal nej przy czyny ob serw owa nych ro zbie ¿no œci, a  wspom-
nia ne za gadn ienie war to zba daæ dok³ad niej. Pro blemy
z w³aœc iw¹ re plik acj¹ pier wotn ych wyni ków badañ asoc -
jacy jnych dys kut owa ne s¹ rów nie¿ przez in nych au to -
rów. He aly wy lic za wspo mniane powy ¿ej przy czyny:
nie wys tarcz aj¹ca moc sta tys tyczna do wy kryc ia s³abych
i œred nich efektów oraz stratyfikacja po pul acji, do daj¹c
ró wnie¿ he terogennoœæ fe not ypu, te nde ncy jnoœæ  publi -
kacji oraz pro wad zenie wie lok rotny ch tes tów por ówn -
awczy ch jako mo¿ liwe przy czyny bra ku re plik acji [12].
Ne ale i Sham [17] za prop ono wali me todê anal izy genów
do badañ asoc jacy jnych (ang. gen ba sed appro ach) jako
alter natywê po zwal aj¹c¹ na ogran icz enie ty pow ych pr o -
bl emów wy nik aj¹cych z pro wad zenia bad añ na po ziom ie
SNP lub ha plot ypów wy nik aj¹cych np. z nie praw i d³o -
wych wniosków w zwi¹zku z ró¿nicami ge net yczny mi
po miê dzy po pul acj ami. Wray i in. [26] za sug ero wali, ¿e
mo ¿li woœ ci pra wid³owej pre dykc ji ry zyka ge net yczne go
mo ¿na po dni eœæ po przez ³¹cze nie wyn ików uzys kany ch
z ró¿n ych badañ lub po przez znacz¹ce pod nies ienie licz -
by anal izo wan ych prób ek. 

Ge net yczna pre dykc ja cech fi zyczn ych bez w¹tpie -
nia jest nie zwyk le obiec uj¹c¹ ide¹ z punk tu wi dzen ia
nauk s¹do wych. Jak dot¹d, sa tysf akcj onuj¹ce pr awdo -
podo bieñ stwa mo ¿na uz yskaæ wy³¹cznie pro wadz¹c pre -
dykt ywn¹ ana lizê fe not ypu cha rakt ery zuj¹cego siê ru -
dym ko lor em w³osów. Za prop ono wane me tody po leg aj¹
na anal izie okre œlo nych mu tac ji w ge nie MC1R. Ko lejne
geny, kt órych anal iza bêdz ie ju¿ wkró tce u¿yt ecz na dla
celów pre dykt ywny ch, to dwa s¹sia duj¹ce geny HERC2
i OCA2, któ re s¹ od pow iedz ialne za wi êksz¹ cz êœæ
 zmiennoœci ob serw owa nej w ko lor ze oczu cz³owieka.
Dal sze anal izy, uwzg lêd niaj¹ce tak¿e ba dan ia  funkcjo -
nalne oraz te stow anie po tenc jalny ch in ter akcji ge net ycz -
ny ch, ko nieczne s¹ w celu jed noz naczne go okr eœl enia
roli po l imo rfizmów w ge nie SLC45A2 w de term ina cji
 pig men tacji u cz³owieka. 
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