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1. Wstep

Gen ACE (The Angiotensin Converting Enzyme Gene) jest jednym
z najczesciej badanych genéw w kontekscie genetycznych uwarunkowan
predyspozycji sportowych. Polimorfizm insercyjno-delecyjny w obrebie
16. intronu tego genu zostal po raz pierwszy opisany przez Rigat i wsp. [14],
przy czym pierwszy artykul dowodzacy znaczenia tego polimorfizmu dla
sportu opublikowali w ,,Nature” w 1998 r. Montgomery i wsp. [10]. Pierw-
sze artykuly oparte na badaniach polskich sportowcow ukazaty si¢ dopiero
w 200912010 . [3, 4].
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Produkt tego genu, enzym konwertujacy angiotensyng I w I, to kluczowy
element uktadu renina-angiotensyna (RAS), odpowiedzialnego za regulacje
ci$nienia krwi, jednego z gléwnych czynnikow decydujacych o wydolnosci ca-
tego organizmu [1]. Regulacja ci$nienia poprzez ACE ma charakter wielokie-
runkowy — angiotensyna II podnosi cisnienie krwi, a w ukladzie kalikreina-
-kininy katalizuje dezaktywacj¢ bradykininy, czynnika obnizajacego cisnienie
krwi [11].

ACE ma swoj locus w chromosomie 17, w pozycji 17q23.3, jego dlugosc
za$ to 44770bp. Produkt ekspresji dla tego genu moze pojawiaé si¢ w dwdch for-
mach, ze wzgledu na rézny sposob odczytu genéw w roéznych tkankach. Pierw-
sza z nich, nazywana somatyczng lub srodbtonkowa, koduje najdtuzszy tancuch
polipeptydowy (1306 aminokwasow) i sklada si¢ z 46 egzonow, druga (charak-
terystyczna dla jader) ma promotor wewnatrz genu (migdzy 21. a 22. egzonem
pierwszej formy) [12].

U ludzi mozna zaobserwowaé polimorfizm insercyjno-delecyjny w 16.
intronie genu ACE, objawiajacy si¢ obecnoscig lub brakiem 287. nukleotydowej
sekwencji Alu, a to jest podstawa do odrdznienia allelu I oraz D. Genotyp DD
jest zwiazany ze zwigkszonym st¢zeniem enzymu ACE we krwi i tkankach, co
sprzyja wzrostowi cisnienia krwi oraz predysponuje do nadcisnienia i przerostu
lewej komory serca [2, 16, 17]. Genotyp Il jest z kolei zwiazany ze zwigkszona
wytrzymatoscia i wydolnoscia migsni, wywotang miedzy innymi zwieckszong
proporcja wiokien wolnokurczliwych (typ I) w migsniach [8, 21].

W niniejszej pracy przedmiotem analizy byt polimorfizm insercyjno-
-delecyjny genu ACE. Badanie mialo na celu sprawdzenie hipotezy
o zwiazku miedzy genotypem ACE i osiagnieciami sportowymi wioslarzy
polskiej kadry narodowej. Grupa ta, w opinii autoréw niniejszej publika-
cji, jest najodpowiedniejsza ze wzgledu na specyfike wymagan wysitkowych
w tej dyscyplinie sportowe;.

2. Cel badan

Gléwnym celem niniejszych badan jest ocena mozliwosci wykorzystania
polimorfizmu insercyjno-delecyjnego genu ACE w procesie poszukiwania talentu
sportowego w sportach wytrzymatosciowych.
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3. Materialy i metody badan

Badaniu poddanych zostato 55 wioslarzy. Pierwsza podgrupe w gru-
pie eksperymentalnej stanowito 30 zawodnikéw kadry narodowej, w zdecy-
dowanej wigkszosci zawodnikéw powotanych do reprezentowania naszego
kraju na igrzyskach olimpijskich w Pekinie (byli to utytulowani zawodnicy
z duzym stazem treningowym, migdzy innymi medali$ci olimpijscy i medali-
$ci mistrzostw $wiata). Drugg podgrupg sposrod objetych badaniem wioslarzy
stanowito 25 zawodnikow w wieku 18-22 lat (zawodnicy z krdtszym stazem
treningowym, przewaznie finaliSci mistrzostw Polski).

Grupe kontrolng stanowito 115 losowo dobranych ochotnikéw w wieku 19—
23 lat (studentow Uniwersytetu Szczecinskiego). Uczestnicy badan z tej grupy
nigdy nie uprawiali wyczynowo zadnej dyscypliny sportowe;.

Wszyscy badani nalezeli do rasy biatej, co pozwolito wyeliminowaé roz-
nice zwiazane z czg¢stoscia wystgpowania poszczegolnych form gendw u réznych
ras ludzkich. Wszystkie procedury uzyte w niniejszym badaniu uzyskaly zgode
Komisji Bioetycznej Pomorskiej Akademii Medyczne;j.

Materiat do badan pobierano z komoérek nabtonka jamy ustnej (przy uzy-
ciu szpatulek Puritan, USA). Po dokonaniu wymazu komorki zawieszone byty
w roztworze buforujacym (Sigma, Germany). Nastepnie przeprowadzano izola-
cje DNA przy uzyciu GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma,
Germany), zgodnie z instrukcjg producenta. Amplifikacja PCR polimorficznego
regionu genu ACE pozwolila na namnozenie produktu zawierajacego fragment
insercyjny (I) lub bez tego fragmentu (D).

Do okreslenia genotypu ACE uzyto tylko jednej pary starterow
(ACEfor: CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT i ACErev: GAT GTG
GCC ATC ACA TTC GTC AGA). Dlugos¢ produktéw amplifikacji wyno-
sita w przyblizeniu 490bp (dla alelu 1) i 190bp (dla alelu D), podobnie jak
w innych badaniach [17]. 10 upl mieszaniny reakcyjnej PCR zawierato:
1 ul izolatu DNA; 0.5 U Taq polimerazy DNA w buforze (pH = 8,0; Sigma,
Germany); 1x bufor PCR (pH = 8,7, Sigma, Germany); 15 mM MgCl;
4 pM starterow ,,ACEfor” i ,,ACErev” (Oligo, Poland) w buforze TE (pH = 8);
0,75 nM kazdego z ANTP.
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Amplifikacji dokonano za pomoca Peltier Thermal Cycler PTC-200 MJ
Research (USA) i T-Gradient Biometra (Germany). Thermal-time PCR — wstgpna
denaturacja w 94°C przez 300 s, 30 cykli (denaturacja w 92°C przez 60 s, przy-
laczanie starterow 58°C przez 60 s, wydhuzenie tancucha przy 72°C przez 150s),
a nastgpnie koncowe wydhuzanie przy 72°C przez 360 s.

Uzyskane rezultaty badan zostaty poddane analizie statystycznej. Do osza-
cowania roznic rozktadow gentypow i czestosci wystepowania poszczegolnych
alleli w badanych grupach (dwoch podgrupach grupy eksperymentalnej i w gru-
pie kontrolnej) wykorzystano test y>. Wszystkie obliczenia prowadzone byty przy
zatozonym poziomie istotnosci P < 0,05.

4. Wyniki

W  przypadku grupy badanej amplifikacja ze starterami ACEfor
i ACErev w dziesigciu probkach data produkt dtugosci 190bp, odpowiadajacy
delecyjnemu allelowi D genu ACE. W siedemnastu probkach powstalty produkty
490bp charakterystyczne dla alelu inercyjnego I ACE, a w 20 probkach zaobser-
wowano typ heterozygotyczny ID (rys. 1).

190—+

Rys. 1. Przyktad produktow amplifikacji genu ACE starterami ACEfor i ACErev.
Pierwsza linia od lewej (1) — genotyp ID heterozygotyczny, druga linia od lewe;j
(2) — genotyp homozygotyczny DD, trzecia linia od lewej (3) — genotyp homozy-
gotyczny II, ostatnia linia od lewej (M) — marker masy molekularnej

Rozktad genotypu ACE wsrdd badanych i w grupie kontrolnej byt zgodny
z prawem Hardiego-Weinberga. Rozktad genotypow ACE i alleli przedstawiono
w tabeli 1.
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Tabela 1
Czgsto$¢ wystgpowania alleli insercyjnych (1)
i delecyjnych (D) genu ACE oraz poszczegdlnych genotypow.
Zestawiono wartosci bezwzgledne oraz ich odsetek (w nawiasach).
Litera ,,n” oznaczono liczebnosci poszczegolnych grup
Allele genu ACE Genotyp ACE
Poszczegdlne grupy
1 D 1I ID DD
Kadra narodowa o 28 7 18 5
(n=30) 326339 1 s | (23.3%) (60%) 16,7%)
Zawodnicy niepowotani 30 20 10 10 5
do kadry narodowej (n = 25) (60%) (40%) (40%) (40%) (20%)
Wszyscy zawodnicy acznie o 48 17 0 10
(n=155) 62 (56,3%) (43,7%) (30,9%) 28 (50.9%) 18,2%)
Grupa kontrolna o 134 19 o 38
(n=115) %6 (ALTA) | (sg30) | (16,5%) |2 COY | (3319

Rozklad genotypow (rys. 2) w obrgbie grupy badanej (30,9% II, 50,9%
ID, 18,2% DD) roznit si¢ w sposob istotny statystycznie (p = 0,037) od roz-
ktadu genotypéw w grupie kontrolnej (16,5 II, 50,4% ID, 33,1% DD).
Na poziom istotnosci wplyw miata niewatpliwie wysoka czestos¢ wystgpowania
allelu I u wioslarzy (56,3% vs. 41,7,3%, P=0,011) (rys. 3).
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Rys. 2. Czgstos¢ wystgpowania poszczegolnych genotypdéw ACE
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Rys. 3. Czgstos¢ wystgpowania alleli I I D genu ACE

5. Dyskusja

Osiagnigcia sportowe zaleza od wielu czynnikéw s$rodowiskowych,
behawioralnych i1 genetycznych. Uwaza si¢, ze zmienno$¢ migdzyosobnicza
dotyczaca ekspresji genowej zalezy gtownie od polimorfizmu sekwencji DNA. Na
tej podstawie mozna postawi¢ tezg, ze zdefiniowanie osobniczych predyspozycji
genetycznych moze by¢ oszacowane za pomocg obserwacji szczegdlnych loci
genetycznych i znalezienia istotnych w tym wzgledzie polimorfizméw DNA.

Pierwsze doniesienia o polimorfizmie genu ACE skupiaty si¢ na allelu D
1 jego zwiazku z niektérymi patologiami, takimi jak sktonnos¢ do nadcisnienia
tetniczego 1 przerostu lewej komory serca [2, 16]). W pracach dotyczacych
medycyny sportowej i fizjologii allel D jest opisywany jako czynnik odpo-
wiedzialny za predyspozycje do wykonywania wysitkdw beztlenowych oraz
zwigkszenie sity mig$ni. Potwierdzaja to chociazby badania przeprowadzone
wsérod pltywakow krotkodystansowych, u ktorych wykazano wieksza czgsto-
tliwo$¢ wystgpowania allelu D w poréwnaniu z grupa kontrolng [19]. Dodat-
nig korelacj¢ allelu D z poziomem sity migsniowej wykazat z kolei Folland
1 wsp. [6]. Przeprowadzony przez nich eksperyment dowodzil, ze allel D jest
zwigzany ze wzrostem sity migsnia czworogtowego uda w wyniku dziewiecio-
tygodniowego sitowego treningu izometrycznego.
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Sugeruje sig, ze allel I genu ACE moze by¢ zwiazany ze zwigkszeniem pre-
dyspozycji do wykonywania wysitkow tlenowych (a wigc wysitkow zgodnych
z profilem analizowanej przez nas dyscypliny sportowej — wioslarstwa). Uzyskane
wyniki jednoznacznie wskazywaty na silny zwigzek allelu 1 1 wytrzymatosci
u wioslarzy. Taki sam zwiazek zaobserwowano w rozktadzie genotypu — wiosla-
rze wykazywali wyzszy poziom genotypu II.

Niniejsze rezultaty znajdujq potwierdzenie w wynikach badan przeprowa-
dzonych wsrdd czotowych zawodnikéw innych dyscyplin, w ktérych wykony-
wane wysilki oparte sa na procesach aerobowych: alpinistow [10] i wioslarzy
dlugodystansowych [7]). W obu tych przypadkach wykazano bowiem zwigk-
szona czestos¢ wystgpowania allelu I u sportowcow w porownaniu z grupami
kontrolnymi. Fakt ten posrednio potwierdza przypuszczenia McArthur i North
[8]), wedtug ktorych allel I w zwigkszonym stopniu warunkuje wywotanie reakcji
potreningowych organizmu, polegajacych na wzroscie wytrzymatosci migs$nio-
wej, miedzy innymi poprzez zwigkszenie wydajnosci mechanizméw dostarcza-
nia tlenu do miegsni szkieletowych.

Analizujac wszystkie aspekty allelu I pod katem poszczegolnych procesow
fizjologicznych zachodzacych w organizmie, stopniowo mozna pokazaé¢ wplyw
tej formy genu na poziom wydolnos$ci aerobowej organizmu. Dzigki usprawnieniu
mechanizmoéw transportu i efektywnosci wykorzystywania substratow energe-
tycznych (w tym przypadku przede wszystkim glukozy) oraz adaptacji enzymow
odpowiedzialnych za katabolizm glukozy, podnosi si¢ wydajnos$¢ migsni szkiele-
towych [18, 20]. Zwigkszona wydajnos¢ tego rodzaju procesow biochemicznych
na poziomie komoérkowym racjonalizuje z kolei gospodark¢ magazynowg innych
substratow energetycznych organizmu, w szczegolnosci jego rezerw glikogeno-
wych [9].

Wykazano rowniez ujemna korelacje allelu 1 z aktywnoscia genu ACE.
Zatem w tym przypadku ta forma genu moze by¢ kojarzona ze zmniejsze-
niem obciazenia nastgpczego serca, mniejsza sklonnoscia do miazdzycy
i zmniejszonym ryzykiem patologicznego przerostu komory. Wysoce prawdo-
podobne jest, iz to wtasnie te parametry warunkuja efektywno$¢ i niezawodna
pracg uktadu krazeniowego w czasie wykonywania wysitkow wytrzymato$cio-
wych [7].
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Jak juz wspomniano, genotyp Il jest mocno zwiazany z mniejsza aktyw-
noscia enzymu ACE, co moze by¢ spowodowane obecnoscia wyciszacza
transkrypcyjnego zlokalizowanego w obrgbie sekwencji Alu [15]. Obecnosé
takiego wyciszacza znacznie obniza ekspresj¢ genu ACE u osobnikow
z genotypem II.

Z kolei jest raczej mato prawdopodobne, by polimorfizm I/D byt zwigzany
z czynnikami regulujacymi ekspresj¢ genu hormonu wzrostu, znajdujacego si¢
notabene w duzej bliskosci z genem ACE. Fizjologiczna interakcja wydaje sig
by¢ w tym przypadku bardziej prawdopodobna ze wzgledu na fakt, ze wyzszy
poziom angiotensyny Il stymuluje uwalnianie hormonu wzrostu poprzez receptor
angiotensyny II typu 1 [5].

6. Whnioski

Reasumujac, zebrane w toku badan rezultaty zdaja si¢ potwierdzac istotny
zwiazek allelu I genu ACE z osiggnigciami sportowymi w dyscyplinach, w kté-
rych przewazaja wysitki o charakterze tlenowym.

Wryniki niniejszej pracy wskazuja na mozliwos¢ wykorzystania polimor-
fizmu inercyjno-delecyjnego jako markera stuzacego wyszukiwaniu talentow
sportowych w tzw. sportach wytrzymatosciowych.
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GENETICS IN PROFESSIONAL SPORT — ROLE AND IMPORTANCE
OF DIFFERENT POLYMORPHISM
OF ACE GENE IN HIGH ELLITE ROWERS

Summary

ACE is the most often investigated gene in the context of genetic conditioning
of sports-predispositions, because the product of this gene (an enzyme converting
angiotensin I into II) is acknowledged to be a key-element in the renin-angiotensin system
(RAS renin-angiotensin system), a system responsible for the regulation of blood pressure
— one of the main factors deciding the efficiency of the whole body. In this study DNA
polymorphism derived from the ACE gene was studied in Polish national rowers in order
to examine the hypothesis that 4ACE genotype is associated with athletes performance.

Translation: Pawel Cieszczyk



