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ВАРИАЦИЯ ПИГМЕНТАЦИИ РАДУЖКИ ГЛАЗ БЕЛОРУССКОЙ ПОПУЛЯЦИИ  
В СВЯЗИ С ПОЛИМОРФИЗМОМ ГЕНОВ HERC2 И OCA2

Аннотация. Генетическое фенотипирование человека – новое, интенсивно развивающееся направление крими-
налистической генетики. Исследование генетических основ цветовой вариации глаз является одним из наиболее 
перспективных среди подходов, нацеленных на установление облика неизвестного индивида по характеристикам 
его ДНК. В данной работе проведено изучение полиморфизмов rs12913832 и rs1800407 в генах HERC2 и ОСA2 соот-
ветственно в связи с пигментацией радужки глаз белорусской популяции и дана оценка их прогностической эффек-
тивности для генетического фенотипирования. Полученные данные подтвердили значимый вклад в цветовую вари-
ацию радужки глаз rs12913832:A>G и rs1800407:G>A. Высокие значения чувствительности (SE = 0,94) и специфично-
сти (SP = 0,90) были получены для rs12913832, подтвердив эффективность данного маркера для использования  
в качестве классификатора фенотипических групп. Наличие предкового доминантного аллеля rs12913832-A обуслов-
ливает темную пигментацию радужки, однако гетерозиготное носительство rs12913832:GA включает значительный 
спектр смешанных вариантов. Однонуклеотидный полиморфизм rs1800407 характеризуется высокой чувствитель-
ностью (SE = 0,98), однако имеет низкое значение специфичности (SP = 0,14), следовательно, данный маркер, не явля-
ясь эффективным классификатором, может использоваться только как вспомогательный инструмент для предсказа-
ния цвета глаз. Оценка совокупного вклада изученных полиморфизмов в цветовую вариацию радужки глаз белорус-
ской популяции показывает их высокий прогностический потенциал для генетического фенотипирования.
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HERC2 AND OCA2 GENES POLYMORPHISMS IN RELATION TO THE IRIS COLOR VARIATION  
OF THE BELARUSIAN POPULATION

Abstract. The human genetic phenotyping is one of the most intensely developing area of   forensic genetics. Externally 
visible traits, including eye color, can be predicted by analyzing single nucleotide polymorphisms with a high predictive rate. 
We studied the polymorphisms rs12913832 and rs1800407 in the HERC2 and OCA2 genes, respectively, to evaluate its prog-
nostic availability in relation to the iris pigmentation of the Belarusian population. For this, both eye images and DNA sam-
ples were collected from 314 individuals to analyze the key polymorphisms by the TaqMan assay. Our data confirmed a rele-
vance of rs12913832:A>G and rs1800407:G>A in the prediction context. The highest values   of the sensitivity (SE = 0.94) and 
the specificity (SP = 0.90) were obtained for rs12913832, demonstrating the high efficiency of this marker as a classifier of 
phenotypic groups. The presence of the ancestral dominant allele rs12913832-A causes a dark (brown) iris pigmentation, how-
ever, the heterozygous state rs12913832:GA includes a range of mixed variants. The predictive value of rs1800407 for the ge-
netic phenotyping is highly significant (SE = 0.98), but has a low specificity (SP = 0.14), thus rs1800407, not being an effective 
classifier, can be used as an auxiliary in the eye color predictive model. The analysis of a cumulative impact of the both poly-
morphisms on the iris color variation shows their high prospects for the genetic phenotyping of the Belarusian population.
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Введение. Среди европейского населения наблюдается значимая внутрипопуляционная из-
менчивость в характере варьирования цвета глаз, волос и кожи. Различия пигментации у челове-
ка в основном обусловлены количеством, типом и распределением меланина [1]. Меланин не яв-
ляется уникальным соединением, это смесь биополимеров, синтезируемых в меланоцитах. Цвет 
глаз человека определяется типом, количеством и распределением двух форм пигмента – эуме-
ланина и феомеланина. Компактно упакованые в эумеланосомах молекулы эумеланина поглоща-
ют почти весь спектр света и при их высоком содержании цвет радужки воспринимается как 
темно-коричневый или черный. Феомеланин отражает более широкий спектр света и восприни-
мается визуально в диапазоне от желтого до красного. При полном отсутствии обоих пигментов 
свет отражается от стромы радужной оболочки, в связи с чем радужка выглядит серой или голу-
бой [2; 3].

Предполагается, что наблюдаемая среди европейских популяций широкая вариабельность 
цвета глаз обусловлена действием естественного и полового отбора [4]. Несмотря на то что свет-
лый (серый, голубой) цвет глаз проявляет рецессивный характер, наследование этого признака 
не подчиняется законам Менделя. GWAS исследования подтвердили полигенную природу цве-
товой вариации радужки с преимущественным вкладом HERC2/OCA2 генов [5], а также выявили 
детерминанты с менее значительными эффектами – SLC2A4, TYR, TYRP1, SLC45A2 и IRF4 [6]. 
Первоначально ведущая роль в определении цвета радужки отводилась гену OCA2. Три однону-
клеотидных полиморфизма в интроне 1 гена OCA2 считались лучшими предикторами голубого/
карего цвета глаз человека и один несинонимичный полиморфизм в экзоне 13 – зеленого цвета 
[7]. Вероятно, это было обусловлено связью OCA2 c наиболее распространенными формами гла-
зо-кожного альбинизма в Европе [8]. Позже были получены доказательства того, что позиция 
rs12913832, расположенная в интроне 86 гена HERC2, содержит высоко консервативный регуля-
торный элемент, который играет решающую роль в определении голубого цвета радужки. Этот 
SNP действует как энхансер транскрипции гена OCA2, участвующего в регуляции синтеза мела-
нина. Экспрессия OCA2 снижена у светлоглазых индивидов, несущих аллель rs12913832:G  
в сравнении с темноглазыми с аллелем rs12913832-A. Кроме того, было высказано предположе-
ние о том, что несинонимичная мутация в OCA2 – rs1800407-A ассоциирована со сниженным 
уровнем пигментации радужки, если находится в цис-фазе с rs12913832-A [9]. 

Сведения о генетических детерминантах цветовой вариации глаз человека раскрыли допол-
нительные возможности для их использования в криминалистике [10]. В связи с этим целью на-
стоящей работы явилось изучение прогностической способности rs12913832 и rs1800407, локали-
зованных в генах HERC2 и OCA2, для предсказания цветовой вариации радужки глаз в белорус-
ской популяции.

Материалы и методы исследования. Исследование проводили на выборке добровольцев, 
включающей 314 индивидов белорусской популяции. Все участники подписали информирован-
ное согласие, каждому был присвоен номер и далее их данные и биологический материал ис-
пользовались как анонимные. 

Для каждого участника были получены цифровые изображения радужки глаз. Фотофикса- 
ция выполнялась на расстоянии 10–15 см на цифровую фотокамеру Canon 750d, укомплекто- 
ванную объективом для макросъемки (1 : 2,8), в режиме экспозиции: светочувствительность  
(ISO) – 100, диафрагма – F11, выдержка 1/125 с, и кольцевой вспышкой (YN14EX, 1/8 с). Получаемые 
изображения сохранялись в форматах raw и jpeg в разрешении 5184 × 3456 пикселей. 

Первичная обработка изображений проводилась в программе Adobe Photoshop CC, далее –  
с использованием программного пакета Matlab 7.6.0 (The MathWorks, Inc., Natick, MA). Исходное 
изображение в цветовой модели RGB было переведено в формат HSV (H – оттенок, S – насыщен-
ность, V – яркость). Данная цветовая модель является наиболее адекватной для исследований 
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цветовой вариации, так как значения H и S не зависят от яркости, отражают тип и количество 
пигментов радужной оболочки и могут быть напрямую переведены в истинные цвета. Параметр V 
был исключен из анализа, поскольку он чувствителен к условиям освещения при фотосъемке.

На основе субъективной оценки коллекции изображений радужки были подобраны этало- 
ны вариативности, соответствующие непигментированным и пигментированным (феомеланин 
и эумеланин) областям радужки. Эти эталоны были встроены в приложение Color Thresholder 
программного пакета MatLab, что позволило в автоматическом режиме произвести вычисления 
содержания и соотношения пигментированных и непигментированных участков отдельных изо-
бражений и соотнести фенотипические группы. 

ДНК из крови и буккального эпителия выделяли с использованием коммерческих наборов 
Nucleospin®Blood и Nucleospin®DNA Forensic производства Macherey-Nagel (Германия).

Генотипирование было выполнено на основе TaqMan RT PCR. Для подбора маркеров и зон-
дов использовали сведения из общедоступной базы данных dbSNP Short Genetic Variation (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). Дизайн праймеров выполняли с использованием программы 
Gene Runner 6.5.51. Температуру плавления, наличие внутри- и межмолекулярных шпилек и вто-
ричную структуру созданных олигонуклеотидов (табл. 1) проверяли в приложении PrimerQuest 
(https://eu.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index). Сравнительный анализ частот встречаемости  
аллелей выполнен при помощи Z-статистики.

Т а б л и ц а  1.  Характеристика праймеров и зондов, использованных для TaqMan анализа  
полиморфизма в rs12913832 и rs1800407

T a b l e  1.  Characterization of primers and probes for TaqMan assay of rs12913832 and rs1800407 polymorphisms

Ген
Gene

Код
Name

SNP/аллель
SNP/allele

Последовательность олигонуклеотида, 5ʹ→3ʹ
Sequences, 5ʹ→3ʹ

Tпл, °C
Tan, °C GC, %

HERC2

3832F
rs12913832

AGGCCAGTTTCATTTGAG 61,2 44,4
3832R ACGACAAGTAGACCATTT 59,9 38,9
3832P1 rs12913832:G AATGTCAAGTTCTGCACG 61,8 44,4
3832P2 rs12913832:A AGTGTCAAGTTCTGCACG 63,3 50,0

OCA2

F-163
rs1800407

TGTTAGTTTGGCTCCCTGTTCT 65,5 45.5
R-163 CGCGATGAGACAGAGCATGA 65,6 55,0
P-A rs1800407:А TACCGGCTCTCCCAGGGACG 70,3 70,0
P-G rs1800407:G ATACCGGCTCTCCCGGGGAC 70,6 70,0

Анализ связи между SNP полиморфизмом и цветовыми вариантами глаз, определяемыми 
как непигментированные (голубые, серые) и пигментированные (смешанные, карие), проводили 
на основе бинарной логистической регрессии. Интерпретацию результатов осуществляли с ис-
пользованием логарифма отношения шансов OR (Odds Ratio) с 95 %-ным доверительным интер-
валом.

Результаты и их обсуждение. Характеристика экспериментальной выборки. В исследова-
нии принимали участие 314 добровольцев в возрасте от 17 до 80 лет (xcр = 29,6 лет), всего 76 муж- 
чин (24,2 %) и 238 женщин (75,8 %). По фенотипам индивиды распределялись следующим обра-
зом: 53,3 % с серыми и голубыми радужками глаз, 22,5 % – с промежуточными вариантами (зе-
леные, ореховые, смешанные) и 24,2 % – кареглазые. Таким образом, выборка преимущественно 
представлена светлыми (голубые, серые, смешанные) вариантами радужки глаз, что соответству-
ет данным антропологических исследований белорусской популяции [11], согласно которым об-
щей чертой белорусов является светлая пигментация глаз и волос.

Оценка цветовой вариации радужки глаз. Цвет радужки глаз характеризуется непрерывной 
цветовой вариацией, что осложняет классификацию для научных целей. Чем больше цветовых 
категорий в шкале, тем сложнее ее использовать и тем более субъективной становится оценка 
вариантов. С другой стороны, если шкала имеет только 2–3 цветовые категории, классификация 
неточно отражает различия в деталях между индивидами. 
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Одной из сложностей при изучении взаимосвязи полиморфизмов с цветом радужной оболоч-
ки глаз является объективная оценка цвета. Если опираться на анкетные данные и принять за 
основу субъективную шкалу описания цвета участниками эксперимента, то наблюдается рост 
числа ошибок классификации для выстраиваемых математических моделей определения вероят-
ности принадлежности к определенному фенотипу. Стремление к корректному описанию цвета 
приводит к необходимости получения качественных изображений в высоком разрешении  
и переходу к количественной шкале выражения цвета, обеспечивающей меньшее число ошибок 
классификации. Поскольку цвет задается трехмерно, можно получить три количественные шка-
лы описания цвета. Мы в своей работе анализировали изображения радужных оболочек глаз  
в цветовой модели HSV. 

Для оценки цветовой вариации с высоким уровнем корректности обработки проводили сег-
ментацию изображений в программе Adobe Photoshop CC, в результате которой изображения 
радужки были отделены от зрачка, склеры и участков век (рисунок, а). Каждое изображение ра-
дужки включало в среднем около 1,5 ± 0,2 млн пикселей. Чтобы уменьшить объем данных, опи-
сывающих одну радужную оболочку, все пиксели были сгруппированы в три основных массива 
(сегмента): непигментированную область, феомеланин, эумеланин. Группировка осуществля-
лась по координатам в канале тон (Н) и насыщенность (S). Из собранного набора изображений 
радужки белорусской популяции были отобраны наиболее характерные для непигментирован-
ных и пигментированных зон варианты и на их основе созданы эталонные образцы (рисунок, b). 
Формируемая маска каждого эталона использовалась для анализа всех 314 изображений. 

Соотношение долей сегментов было положено в основу дифференциации на фенотипические 
классы. Итоговая классификация включала две группы фенотипов: пигментированные (темные, 
в т. ч. смешанные с высоким содержанием пигментов) и непигментированные (светлые, в т. ч. 
смешанные с низким содержанием пигментов). Пороговое значение классификации цветовых 
вариантов радужки определяли на основе анализа ROC-кривых. Исходя из расчетных значений 
(AUC = 0,92), наиболее подходящими классификаторами оказались: (1) сумма непигментирован-
ных участков радужки и феомеланина и (2) эумеланин. В научной литературе величина 
AUC > 0,8 рассматривается как показатель эффективной классификации [12]. К светлому типу 
относили варианты радужки, у которых доля непигментированной зоны и феомеланина превы-
шала 81,9 %, соответственно остальные варианты считали темными. 

Исследование полиморфизма rs12913832 и rs1800407, ассоциативный анализ их связи с цвето-
вой вариацией радужки. Генетическое типирование образцов экспериментальной коллекции по-
казало, что наиболее распространенными в выборке являются аллели rs12913832:G и rs1800407:G, 
их частоты встречаемости составили 82 и 97 % соответственно. Гетерозиготное носительство 
rs1800407:GA было отмечено у 6,4 % образцов, для rs12913832:GA – у 36,3 %, тогда как гомозиго-
ты AA по обоим SNP в выборке представлены не были. Эти результаты характеризуют высокое 
сходство белорусов с польской и скандинавской популяциями и значительное расхождение  
с представителями юго-западной части континента (табл. 2). 

Сегментация изображений радужки глаз и эталоны вариативности: а – сегментация радужки;  
b – эталоны зон вариативности (слева направо): непигментированная, феомеланин, эумеланин

Iris images segmentation and color references: a – iris segmentation; b – references (left to right):  
non-pigmented, pheomelanin, eumelanin
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Т а б л и ц а  2.  Частоты встречаемости аллелей rs1800407 и rs12913832 в белорусской  
и других [13] европейских популяциях

T a b l e  2.  Allele frequencies of rs1800407 and rs12913832 in Belarusian and other [13] European populations

Аллель
Allele

Польша* (n = 998)
Poland* (n = 998)

Скандинавские страны (n = 562)
Scandinavians (n = 562)

Италия (n = 217)
Italy (n = 217)

Португалия (n = 263)
Portugal (n = 263)

Беларусь (n = 314)
Belarus (n = 314)

rs12913832
G 0,82 0,87 0,31 0,37 0,82
A 0,18 0,13 0,69 0,63 0,18
Pvalue** >0,05 <0,005 <0,00001 <0,00001

rs1800407
G 0,94 0,95 0,09 0,93 0,97
A 0,06 0,05 0,91 0,07 0,03
Pvalue** <0,003 >0,05 <0,00001 <0,001

П р и м е ч а н и я:  * – неопубликованные данные Pośpiech и соавт., 2020; ** – различия с белорусской популяцией.
N o t e s:  * – Pośpiech et al., 2020 [submitted]; ** – differences between Belarusian and other population.

Анализ частоты встречаемости аллельных сочетаний rs12913832 и rs1800407 показал, что наи- 
 более распространенным в экспериментальной выборке является сочетание G-аллелей (0,807), 
наименее – А-аллелей (0,022).

Для изучения сопряженности между аллельными вариантами генов HERC2 и OCA2 и фено-
типами использовали бинарную логистическую регрессию. Результаты нашего исследования  
показали, что наиболее значимый эффект на цветовую вариацию радужки оказывает rs12913832:A>G, 
локализованный в гене HERC2: получено 90,2 % корректных предсказаний для темных вариан-
тов и 93,6 % – для светлых вариантов радужки, тогда как некорректные составили 9,8 и 6,4 % 
соответственно (табл. 3). Значимость rs12913832 также подтверждает высокий показатель отно-
шения шансов (OR = 133,5). Наличие аденина (A) в позиции rs12913832 (генотипы AA; AG) обу-
словливает темную пигментацию, тогда как гомозиготы GG демонстрируют светлые варианты 
(серый, голубой) радужки. При гетерозиготном состоянии аллелей наблюдается разнообразие 
промежуточных цветовых вариантов. Границы между группами размыты, что представляет 
сложности для генетического фенотипирования промежуточных цветовых вариантов. 

Т а б л и ц а  3.  Частоты встречаемости аллельных вариантов в фенотипических группах  
и показатели отношения шансов

T a b l e  3.  Allele frequencies among phenotyping groups and its odds ratio (OR)

Генотип
Genotype

Светлая радужка
Light iris

Темная радужка
Dark iris OR (95 % CI) P-value

rs12913832
G/G 189 (93,6 %) 11 (9,8 %) 133,49

(57,72–308,75) <0,0001
A/G 13 (6,4 %) 101 (90,2 %)

rs1800407
G/G 197 (98 %) 97 (85,8 %) 8,12

(2,64–24,96) <0,0001
G/A 4 (2 %) 16 (14,2 %)

Согласно опубликованным данным взаимодействие rs1800407, локализованного в 13 экзоне 
гена OCA2, и rs12913832 повышает пенетрантность голубого цвета глаз [14]. В нашем исследова-
нии светлый тип радужки чаще встречался у носителей rs1800407-G, что может быть связано со 
смещением частот в сторону G-аллелей в белорусской популяции. Меры центральной тенденции 
цветовой вариации трех генотипических групп rs1800407 (GG, AG, AA) также близки, что  
не позволяет определить эффект аллелей на фенотип. Следует отметить, что большинство свет-
логлазых фенотипов с различными аллельными вариантами rs1800407 являются также и носите-
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лями аллеля rs12913832-G, который по опубликованным данным снижает экспрессию гена OCA2 
[15], а следовательно, обусловливает эффект осветления.

Влияние rs1800407 на цветовую вариацию значимо (OR = 8,12). Доля корректных предсказа-
ний достигает 98 % для светлого и 85,8 % для темного типа радужки, некорректных – 2 и 14,2 % 
соответственно (табл. 3).

Анализ прогностической эффективности rs12913832 и rs1800407 для генетического феноти-
пирования. Одной из основных проблем любой прогностической (диагностической) модели яв-
ляется наличие ложноположительных и ложноотрицательных результатов, вероятность кото-
рых мы не можем исключить при генетических исследованиях, особенно когда речь идет  
о полигенных признаках. Обосновать эффективность модели и оценить вероятность «ложного 
срабатывания» позволяют такие статистические показатели, как чувствительность (SE) и специ- 
фичность (SP) [16], которые отражают долю правильно идентифицированных результатов для 
каждой фенотипической группы. При этом вероятность ошибочных идентификаций, связанных 
с некорректной классификацией, можно использовать для оценки позитивной (PPV) и негатив-
ной (NPV) прогностической ценности маркеров (модели) и, далее, для расчета вероятности (RR) 
отнесения к определенной фенотипической группе. Итоговыми показателями эффективности 
классификации и прогностической ценности модели будут служить значения AUC и отношение 
шансов (OR).

В нашем исследовании наиболее высокие значения чувствительности (SE = 0,94) и специ-
фичности (SP = 0,90) были получены для rs12913832, подтвердив высокую эффективность дан-
ного маркера для использования в качестве классификатора и диагноста. Показатели позитив-
ной (PPV) и негативной (NPV) прогностической ценности свидетельствуют о низкой (5 и 11 % 
соответственно) вероятности ошибок. Корректность классификации, основанная на гене- 
тических данных, по данным ROC-анализа высокая (AUC = 0,92), как и эффективность марке-
ра для дифференциации фенотипических групп, о чем свидетельствуют показатели OR и RR 
(табл. 4).

Т а б л и ц а  4.  Характеристика прогностической ценности rs12913832 и rs1800407 для определения цветовой 
вариации (светлая/темная) радужки

T a b l e  4.  Prognostic value of rs12913832 and rs1800407 for iris color binary classification

Показатель
Characters

Классификатор
Classifier

rs1800407 rs12913832 rs1800407 + rs12913832

Чувствительность (SE) 0,98 0,94 0,94
Специфичность (SP) 0,14 0,90 0,89
Позитивная прогностическая ценность (PPV) 0,67 0,95 0,94
Негативная прогностическая ценность (NPV) 0,80 0,89 0,89
Отношение шансов (OR) 8,12 133,49 136,03
Относительный риск (RR) 3,35 8,22 8,55
AUC 0,56 0,92 0,92

Прогностическая ценность rs1800407 для генетического фенотипирования высокозначима 
(SE = 0,98), но характеризуется низким значением специфичности (SP = 0,14), что свидетельству-
ет о высокой частоте ложноположительных результатов. Классификация фенотипов, основанная 
на типировании аллельных вариантов rs1800407, характеризуется низким значением AUC (0,56), 
вместе с тем показатели OR и RR достаточно высоки. Следовательно, данный маркер, не являясь 
эффективным классификатором, может использоваться как вспомогательный инструмент для 
генетического фенотипирования.

Исследование совокупного вклада анализируемых SNP показал некоторое увеличение про-
гностической ценности модели HERC2–OCA2 (OR = 136,03; RR = 8,55) при незначительных сдви-
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гах в показателях чувствительности и специфичности. Эти результаты согласуются с данны- 
ми Pospiech и соавт. (2014) [15], в которых показано, что эпистатическое взаимодействие 
rs1800407:G>A и rs12913832:A>G увеличивает прогностическую точность модели HERС2–OCA2.

Заключение. Наши данные подтверждают значительный вклад rs12913832, локализованного 
в гене HERC2, в цветовую вариацию радужки глаз. Наличие предкового доминантного аллеля 
rs1291383:A обусловливает темную пигментацию, однако гетерозиготное носительство 
rs12913832:GA включает значительный спектр смешанных вариантов, от зеленых, зелено-орехо-
вых до темно-ореховых. Особенности пигментации глаз также связаны с полиморфизмом 
rs1800407 гена OCA2, который в совокупности с rs12913832 позволяет выполнять бинарную диф-
ференциацию генотипов на фенотипические группы «светлый/темный» (AUC = 0,92). Отдель-
ный интерес представляет изучение влияния rs12913832 на экспрессию OCA2, которое очевидно 
имеет место, а также эффекты взаимодействия с другими SNP, на существование которых ука-
зывают отклонения от ожидаемого в фенотипах гомозигот. Размытые границы между феноти-
пическими группами и полигенная природа признака «цвет глаз» не позволяют проводить диф-
ференциацию фенотипов на большее число фенотипических классов. Расширение выборки 
исследования и анализ вклада дополнительных SNP, ассоциированных с особенностями пиг-
ментации, может повысить прогностический потенциал ДНК-фенотипирования для целей кри-
миналистики. 

Полученные результаты представляют интерес для популяционных исследований, так как 
свидетельствуют о высоком сходстве белорусской популяции с поляками и представителями 
скандинавских стран, среди которых показатели частот встречаемости исследуемых аллелей  
генов HERC2 и OCA2 не выявили значимых различий.
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