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1. Wstep

1.1. Dobér, selekcja oraz poszukiwanie talentow

Jednym z zadan wspodlczesnego systemu Szkolenia sportowego  jest
rozpoznawanie jednostek utalentowanych i kierowanie ich rozwojem. W mysl zasady,
iz jedynie jednostki najbardziej predysponowane sg w stanie siega¢ po najwyzsze trofea
sportowe, wiele krajow wdrozylo szeroko zakrojone programy poszukiwania
sportowych talentow. Tego typu poszukiwania opieraja si¢ najczesciej na identyfikacji
utalentowanych jednostek na podstawie cech fizycznych, testow motorycznych, jak
1 psychologicznych. Tego typu dziatania sg prowadzone od kilku lat miedzy innymi
w Australii czy Wielkiej Brytanii (Abbott i wsp., 2005).

Zwigkszenie konkurencyjnosci w wigkszos$ci profesjonalnych sportéw motywuje
zespotly 1 organizacje do identyfikowania utalentowanych sportowcoOw od najmtodszych
lat. Skuteczna identyfikacja talentow nie tylko zwicksza prawdopodobienstwo sukcesu,
ale moze rdwniez generowaé znaczne przychody finansowe. Jednakze wczesne
przewidywanie przyszlych wynikow pozostaje duzym wyzwaniem i rodzi wazne
pytania natury etycznej. Wszakze rozwd] mlodego sportowca powinien by¢ jak
najbardziej wszechstronny i daleki od zbyt wczesnej specjalizacji (Jayanthi i wsp.,
2015).

Jako utalentowang mozemy okresli¢ osobe, ktora posiada wrodzone niezwykle
zdolnosci w pewnej dziedzinie (Pac-Pomaracki, 2008). Nie kazda jednostka jest
obdarzona szczeg6lnymi uzdolnieniami, a tylko wybitne jednostki moga zdobywac
najwyzsze laury. Jak rozpoznawaé utalentowane jednostki i jak kwalifikowa¢ je do
sportu — to czeste pytanie stawiane zarowno przez praktykow, jak i teoretykOw
z zakresu wychowania fizycznego i sportu. Dobor do sportu wg Sozanskiego (1999)
oznacza postgpowanie majace na celu wytonienie osobnikow w odpowiednim wieku,
najbardziej utalentowanych oraz rokujacych rozwdj cech i wtasciwosci niezbgdnych do
osiggania w przysztosci wysokiego poziomu sportowego. Jest to wieloptaszczyznowe
dzialanie majgce na celu migdzy innymi stworzenie atmosfery zainteresowania sportem,
popularyzacje wiedzy o roznorakich dyscyplinach sportu, a takze propagowanie
uczestnictwa w sporcie. Istotne w kontekscie doboru jest rowniez okreslenie wstepnej
przydatno$ci do uprawiania sporu danego kandydata oraz pokierowanie go do

dyscypliny, do ktérej jest szczegoOlnie predysponowany. Wiasciwe pokierowanie



jednostka juz na samym poczatku przygody ze sportem przyczynia si¢ do znacznego
ograniczania kosztow zwigzanych ze szkoleniem — do danej dyscypliny trafiaja osoby
najbardziej predysponowane, a w rezultacie moze doprowadzi¢ to do wychowania
mistrza w danej dyscyplinie. W procesie doboru pod uwage bierze si¢ optymalny stan
zdrowia, odpowiednig budowe ciala, sprawnos¢ funkcjonalng oraz inne wiasciwosci

decydujace o sukcesie w danej dyscyplinie (Sozanski | Zaporozanow, 1993).

Selekcja to proces, ktory wedtug teorii sportu powinien nastgpowac po procesie
naboru. Jest to dlugotrwaty proces polegajacy na poszukiwaniu wybitnie uzdolnionych
jednostek oraz na ksztaltowaniu u nich tych cech i wiasciwosci, ktore pozwolg im na
pozniejsze osigganie wysokich wynikow w okreslonej dyscyplinie sportu (Sozanski
I wsp., 1999). W zwigzku z tym selekcja powinna nastgpowac po okreslonym czasie

szkolenia i wnikliwej obserwaciji.

W temacie programowania systemu szkolenia sportowego $cieraja si¢ dwa
poglady na kwesti¢ selekcji. Czg$¢ trenerow 1 teoretykéw wychowania fizycznego
uwaza, iz tzw. selekcja naturalna (dokonywana poprzez spontaniczny udziat w sporcie
zainteresowanych) to wtasciwe rozwigzanie. Druga cze$¢ z kolei uwaza, iz kwalifikacja
do sportu powinna si¢ odbywac przy wykorzystaniu naukowo opracowanych metod
I narzedzi pomiaru — jest to tzw. selekcja kierowana (Haleczko i wsp., 2010). Sozanski
1 wsp. (1999) wymienia dodatkowo selekcj¢ intuicyjng — prowadzong przez nauczycieli
1 trenerow na podstawie doswiadczen, wiedzy i1 praktyki oraz znajomosci danej

konkurencji. Kazda z tych form selekcji posiada wady, jak i zalety.

Selekcja naturalna zaklada przyjmowanie do szkolenia wszystkich
zainteresowanych sportem z przywilejem dowolnej rezygnacji z powodu braku
wynikOw czy zmiany zainteresowan. Konieczne sa tutaj spore naktady finansowe oraz
zabezpieczenie kadrowe, aby realizowa¢ szkolenie w tak duzej grupie zainteresowanych

sportem (Sozanski i wsp., 1999).

Z kolei selekcja kierowana, zwana réwniez kompleksowg, wydaje si¢ znacznie
mniej kosztowna. Badaniu i ocenie poddawany jest tutaj stan funkcji organizmu oraz
procesOw psychologicznych za pomoca najrozniejszych wskaznikéw. Pelna ufno$¢
w wyniki tego typu badan moze doprowadzi¢ jednak do przeoczenia jednostki, ktora
swoje predyspozycje uwidoczni znacznie pozniej np. ze wzgledu na poOzniejsze

dojrzewanie. Czesto zdarza si¢ bowiem, 1z miodziez z danego kraju osigga wysokie
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wyniki sportowe, co nie przektada si¢ na pdzniejsze osiggni¢cia w wieku seniorskim.
Odbywa si¢ to czgsto za sprawa szybszej intensyfikacji i specjalizacji treningu czy
wczesniejszego rozwoju biologicznego. Niesie to za sobg straty finansowe, ale
1 osobiste rozczarowania zawodnikoéw, ktorzy do osiggnigcia swojego maksimum

potrzebuja wigcej czasu (Sitkowski i wsp., 2011).

Wadg selekcji intuicyjnej, realizowanej przez trener6w i nauczycieli, jest
mozliwy brak obiektywizmu prowadzacego — dlatego zaleca si¢, aby tego typu dziatania

prowadzone byty przez grono kilku trenerow czy nauczycieli (Sozanski i wsp., 1999).

Szereg autoréw, zaréwno praktykéw, jak i teoretykow wychowania fizycznego
1 sportu, podkresla znaczenie cech odziedziczalnych, szczegdlng role przypisujac
zdolno$ciom motorycznym. Poziom wytrenowalnos$ci poszczegdlnych zdolnosci jest
kontrolowany przez geny i zapisany w genotypie zawodnika (Haleczko i wsp., 2010).
Dlatego tez w poczatkowym procesie selekcji szczegdlng uwage zwraca si¢ na cechy
silnie uwarunkowane genetycznie, stabo podatne na wptyw czynnikow zewnetrznych.
W zwiazku z powyzszym, tematem dyskusji stata si¢ kwestia identyfikacji talentow
sportowych za pomocag testow genetycznych. Szybki rozwoj genetyki stworzyt
oczekiwania, ze testy genetyczne mogg sta¢ si¢ skutecznym sposobem przewidywania
przysztych wynikow. Istnieje mapa markeréw genetycznych, branych pod uwage
w konteksécie osiggania wysokich wynikow sportowych (Ahmetov i Fedotovskaya,
2012; Bray i wsp., 2009). Tego typu rozwigzania budza jednak spore watpliwosci.
Mimo to wiele komercyjnych firm oferuje testy genetyczne wysylane bezposrednio do
klienta. Wyniki testow moga dostarcza¢ informacji na temat optymalizacji Zywienia,
ryzyka kontuzji, zdolno$ci psychologicznych oraz potencjatu w dyscyplinach
wytrzymato$ciowych czy szybkosciowo-sitowych (VIahovich i wsp., 2017a; Vlahovich
i wsp., 2017b).

Ciekawym kierunkiem badan genetycznych ukierunkowanych na identyfikacje
talentu sportowego wydaje si¢ by¢ badanie zdolnosci adaptacyjnych zawodnikéw na
aplikowany trening (Pickering i Kiely, 2017a). To, iz dana jednostka osigga wysokie
wyniki sportowe w wieku mtodzienczym nie oznacza, ze bedzie je osiggata w wieku
seniorskim. Wiedza na temat tego jak dany zawodnik reaguje na okreslony bodziec
treningowy z pewnos$cig moglaby wplywacé na okreslenie jego sportowego potencjatu,

nazywanego talentem sportowym.



Wiedza oparta na badaniach genetycznych jest z pewnosciag wysoce pozadana
przez sportowcow, ich rodzicdw, treneréw oraz organizacje sportowe, jednakze na razie
jej implementowanie powinno odbywac si¢ z ostroznoscig. Niniejsza praca jest proba
odpowiedzenia na pytanie, czy test genetyczny oparty na dwoch najczesciej badanych
polimorfizmach genetycznych w genach ACE oraz ACTNS3, jest bezpieczny i rzetelny

oraz czy taki test moze znalez¢ zastosowanie w badaniach polskich sportowcow.
1.2. Metody diagnostyczne wykorzystywane w sporcie

Istnieje znaczaca roznica pomiedzy wspoélczesnie najlepszymi sportowcami
a tymi z przesztosci. Chociaz zasady i pryncypia sportu nie zmienity si¢ znaczaco,
to droga, ktéra trzeba pokonal, aby sta¢ si¢ najlepszym, jest juz zupeinie inna.
Od zarania dziejow sukces ewolucyjny osiggaly jednostki najbardziej sprawne,
potrafigce szybko zdoby¢ pokarm oraz nie sta¢ si¢ ofiarg wigkszych drapieznikow.
Z biegiem czasu, wraz z rozwojem ludzkiej cywilizacji, jednostki najbardziej sprawne
kwalifikowaty si¢ do rywalizacji sportowej, ktora w czasach starozytnych stanowity
Igrzyska Olimpijskie. Nie obowigzywaly wowczas zlozone kryteria selekcji do sportu.
Proces ten odbywat si¢ w sposob naturalny, a mianowicie jednostki, ktore wyrdzniaty
si¢, czy to poziomem sily, czy zrecznosci, kwalifikowane byly do rywalizacji,

prowadzonej niejednokrotnie na §mier¢ i zycie.

We wspotczesnej rywalizacji do uprawiania sportu na najwyzszym swiatowym
poziomie dochodza jednostki najbardziej ku temu predysponowane. Ich
wyselekcjonowanie z populacji jest mozliwe dzigki znacznemu rozwojowi nauki,
w szczegbdlnosci opracowaniu i naukowemu potwierdzeniu wszelkiego rodzaju testow
diagnostycznych. Obecnie kazdy z rozpoczynajacych swojg karierg sportowcow, oprocz
podstawowych badan zwigzanych z budowa ciata i najprostszych testOw motorycznych,
przechodzi dodatkowe testy, dzigki ktorym osoby odpowiedzialne za dobor i selekcje

do sportu mogg jeszcze wnikliwiej okresli¢ jego potencjal sportowy.

Testy diagnostyczne, oprocz bezsprzecznej przydatnosci w doborze i selekceji do
sportu, odgrywaja réwniez znaczaca role w okreslaniu poziomu wytrenowania
sportowca, badaniu poziomu zme¢czenia oraz wyznaczaniu odpowiednich parametréw
treningowych, takich jak na przyktad intensywno$¢ treningowa. Znajomo$¢ metod
diagnostycznych oraz umiej¢tno$¢ ich analizy staty si¢ niezbednymi kompetencjami

trenerow oraz nauczycieli wychowania fizycznego (Saczuk i wsp., 2001).
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Wedhug Sozanskiego (1999), do podstawowych kryteriow selekcji zaliczamy:

e stan zdrowia - okreslany przez lekarza sportowego na podstawie badania
ogolnego, badan specjalistycznych oraz prob wysitkowych,

e skiad i budowe ciata - masa i wysokos$¢ ciata, proporcje, ruchomo$¢ w stawach
oraz procent tkanki thuszczowe;j,

e uzdolnienia ruchowe - rozumiane jako szybkos¢ i tatwos$¢ uczenia si¢ ruchow
oraz umiejetno$¢ tworzenia wlasnych kombinacji,

e sprawnos$¢ fizyczng - czyli stopien wykorzystania potencjalu podstawowych
zdolnosci motorycznych,

e dyspozycje psychiczne - ogdt cech majacych znaczenie w rywalizacji sportowe;j,
takich jak ambicja, odpornos¢ psychiczna czy motywacja,

e wiek - zazwyczaj okreslany jako stosunek wieku kalendarzowego do wieku
rozwojowego,

e wynik sportowy - a wlasciwie tempo przyrostu wynikéw sportowych.

1.2.1. Pomiary antropometryczne

Sposréd  powyzej]  wymienionych na  uwage  zastuguja  pomiary
antropometryczne. Obrazuja one zwigzek budowy anatomicznej z fizjologia organizmu.
Moga stuzy¢ zaréwno do selekcji wstgpnej do roznych dyscyplin sportowych, ale takze
jako narzedzie diagnostyczne pozwalajace na biezacag kontrole efektow zastosowanego
treningu (Zaton i wsp., 2010). Do pomiaréw antropometrycznych wykorzystuje si¢ tzw.
»punkty antropometryczne”, czyli okre§lone miejsce na kos¢cu lub ciele cztowieka.
Odlegto$¢ pomigdzy nimi jest przedmiotem pomiaréw i mowi nam miedzy innymi
0 proporcjach ciata. Dzieki temu mozemy scharakteryzowaé¢ zawodnikéw réznych
dyscyplin sportowych oraz ocenia¢ zmiany rozwojowe oraz adaptacje do rd6znego typu

wysitkow (Zaton i wsp., 2010).

Przydatnym narzedziem do okreSlenia naleznej masy ciala jest wskaznik
Queteleta, zwany rowniez wskaznikiem masy ciata BMI (z ang. Body Mass Index). Jest

to iloraz masy ciala wyrazonej w kilogramach do wzrostu ciala wyrazonego w metrach.

BMI = masa ciata [kg] / wysoko$¢ ciata [m?]



Daje on nam informacj¢ o otylosci lub nadwadze, nie daje jednak dokladnych
danych o sktadzie ciata oraz o rozmieszczeniu tkanki tluszczowej w dolnej i gornej
czesci ciala (Osinski, 2003). Nie ma on takze zastosowania w przypadku dzieci, kobiet

w cigzy, wysoko kwalifikowanych sportowcéw i 0sob starszych.

Innymi metodami pomiaru zawartosci tkanki thuszczowej jest pomiar grubosci
faldow skoérno-tluszczowych lub metoda bioelektrycznej impedancji. Pierwsza
z wymienionych powyzej metod opiera si¢ na wykorzystaniu faldomierza. Zaktada sig,
ze thuszcz podskorny stanowi ok. 50 % globalnej masy tkanki thuszczowej, stad grubos¢
faldow jest istotnie skorelowana z catkowita masg tluszczu (Nawarycz i wsp., 1996).
Pomiarowi poddane sg fatdy skorno-tluszczowe na klatce piersiowej, ramieniu, topatce,

brzuchu, udzie i tydce.

Druga ze wspomnianych metod pomiaru zawartosci tkanki tluszczowej (metoda
bioimpedancji) stosowana jest za pomocg specjalistycznych, ale coraz powszechniej
uzywanych przez trenerow, wag. Badanie wykorzystuje zdolnos¢ tkanki migsniowej do
przewodnictwa elektrycznego i polega na testowaniu oporu elektrycznego tkanek
organizmu tzw. impedancji. Analiza tego typu pozwala na okreslenie zawartosci tkanki
thuszczowej podskornej, jak 1 wisceralnej. Coraz bardziej zaawansowane wagi
pozwalaja na okreslenie zawartosci wody, masy mig$niowej, gestosci kosci oraz tzw.

»wieku metabolicznego™.

Okreslenie proporcji poszczegdlnych komponentdw ludzkiego ciata pozwala na
okreslenie morfologicznej charakterystyki zawodnika. Ponadto, pozwala to
na okreslenie wplywu treningu na organizm, dzigki czemu mozliwa jest ocena realizacji

zaktadanych celéw treningowych (Zaton i wsp., 2010).
Sktadowe masy ludzkiego ciala to:

e LBM (z ang. lean body mass) - beztluszczowa masa ciata - sktada si¢ tkanki
migsniowej, narzadow wewngetrznych, innych tkanek migkkich oraz ukladu
kostnego. Zmiany w tym parametrze informujg o zmianach masy migsniowej
lub zmianach w uktadzie kostnym np. podczas okresu rozwojowego lub okresu

starzenia



e FBM (z ang. fat body mass) - tkanka tluszczowa - mozemy podzieli¢ ja
na tkanke tluszczowsg podskoérng oraz tkanke tluszczowg mie$ni i narzgdow
wewnetrznych

e TBW (z ang. total body water) - zawartos¢ wody - uzalezniona od zawartosci
tkanki thuszczowej, plci 1 wieku. Ilos¢ TBW u kobiet jest do 10% mniejsza niz

u m¢zezyzn w tym samym Wieku (Pietrobelli i Heymsfield, 2002).

Kolejnym przydatnym narzgdziem w doborze i selekcji do wybranego sportu
jest okreslenie typu budowy ciata (MacDougall i wsp., 1991). Najczesciej stosowang
na $wiecie jest typologia Sheldona w modyfikacji Heath i Cartera (1967). Opiera si¢
ona na trzech podstawowych czynnikach okreslajacych somatotyp budowy, tj.:
endomorfia, mezomorfia, ektomorfia, ktore u kazdego cztowieka wystepuja w réznych

proporcjach.

e Endomorfia charakteryzuje si¢ okraglymi ksztattami ciata i wzglgdnie duzym
otluszczeniem. Okragla glowa i cylindryczna szyja oraz stabo wyksztatcone
konczyny 1 przewazajacy wielkoscig tutow to cechy wyr6zniajace. Endomorfik
cechuje si¢ tendencja do przyrostu tkanki thuszczowe;.

e Mezomorfia charakteryzuje si¢ dominacjg uktadu mig$niowo-szkieletowego.
Mezomorfik to osoba o atletycznej budowie ciata z szeroka klatka piersiowa
1 plecami oraz waskimi biodrami. Umigsnione 1 masywne konczyny, ptaski
brzuch oraz minimalne otluszczenie ciata to cechy, ktore wyrdzniajg
mezomorfikow.

e Ektomorfia charakteryzuje si¢ stabym umig$nieniem i niewielkim ottuszczeniem
ciata. Ponadto typowy ektomorfik posiada szczupte biodra, sptaszczong klatke
piersiowg oraz waskie plecy, a takze dtugie konczyny 1 ptaski, niekiedy wklesty
brzuch.

1.2.2. Testy sprawnosci funkcjonalnej

Jak wspomniano juz powyzej, we wspotczesnej diagnostyce sportowej coraz
czgstsze zastosowanie majg testy sprawnosci funkcjonalnej. Sa one niezbednym
narzedziem do badan przesiewowych, dzigki ktorym, mozliwe jest zaplanowanie
dlugofalowego programu treningowego dla zawodnika oraz dorazne dziatanie

w przypadku stwierdzonych dysfunkcji.
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Najpopularniejszym aktualnie stosowanym testem jest FMS (z ang. Functional
Movement Screen), zaproponowany przez amerykanskiego fizjoterapeut¢ Graya Cooka
(Cook i wsp., 2014). Sktada si¢ on z 7 prob (Rysunek 1), ktore obejmujg podstawowe
wzorce ruchowe, ktorych wykonanie wymaga potaczenia mobilnosci, stabilno$ci oraz
skoordynowane;j sity zaangazowanych grup mig$niowych (Zajac i wsp., 2016). Ocena
préb odbywa si¢ za pomoca punktacji od 0 do 3. Gdy ¢wiczenie jest wykonane
bezblednie przyznaje si¢ 3 punkty, jezeli wystepuje kompensacja prawidtowego wzorca
ruchowego przyznawane sg 2 punkty. Gdy badany nie jest w stanie wykona¢ zadane;j
préby otrzymuje 1 punkt, natomiast, jesli w jakimkolwiek momencie wystapit bol nie
przyznajemy punktow.

AR

Gteboki przysiad  Przejscie przez ptotek Wykrok w lini Mobilnos¢ barkow

e T S

Aktywny wyprost Stabilnos¢ tutowia Stabilnosc antyrotacyjna
konczyny dolnej

Rysunek 1. Siedem prob testu FMS (Zrodlo: Mayer i wsp., 2015, zmodyfikowano)

Kolejnym narzgdziem wykorzystywanym do oceny funkcjonalnej jest test
koordynacji nerwowo mig$niowej, tzw. Y-balance test. Prawidlowe jego wykonanie
wymaga skoordynowania mobilnosci 1 stabilno$ci podczas siggania w wyznaczonych
kierunkach. Test rozpoczyna si¢ od zmierzenia dlugosci konczyny dolnej. Wynik to
odlegtos¢ zasiggu konczyny dolnej w kierunku przednim, tylno-bocznym i tylno-
przysrodkowym w odniesieniu do dtugosci konczyny (Zdjecie 1). Poréwnanie wynikow

dla obydwu konczyn przedstawia ryzyko wystgpienia urazu (Zajac i wsp., 2016).
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Zdjecie 1. Test Y-balance (zrédlo: Mayer i wsp., 2015)

Innym testem, powszechnie wykorzystywanym przez trenerow do badania
sportowcow jest MCS (z ang. Movement Compensation Screening). Jest to prosta,
ekonomiczna i tatwa do wprowadzenia metoda identyfikacji probleméw kostno-
szkieletowych, ktore moga prowadzi¢ do kontuzji. Jako$¢ ruchu jest oceniana w tym
teScie w trzech wzorcach: bilateralnym, unilateralnym oraz w pozycji ladowania po
zeskoku. Za kazda kompensacjg, bez ktorej niemozliwe jest wykonanie danego testu,
badany otrzymuje jeden punkt. Im wigcej punktow tym wicksze ryzyko wystapienia
kontuzji. Test sktada si¢ z trzech prob, ktore zostaty przedstawione na ponizszym
zdjeciu (Zdjecie 2). Sa to przysiad z rekami nad gtowa (z ang. overhead squat), przysiad

na jednej nodze (z ang. single leg squat) oraz ustawienie ciata po zeskoku ze skrzyni.

Zdjecie 2. Trzy proby testu MCS (zrédlo: Bibrowicz i wsp., 2015)
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Do oceny ogoélnej sprawno$ci populacji, jak réwniez do naboru i selekcji
Ww sporcie, moga shuzy¢ nam testy sprawnosci. Za ich pomocg mozemy okresli¢ poziom
rozwoju motorycznego badanego i oceni¢ jego ,,przydatnos¢ w sporcie”, a takze dobraé
indywidualny plan treningowy, ktory pozwoli na jak najlepsze wykorzystanie

potencjatu sportowca.

Pierwszym z nich jest Miedzynarodowy Test Sprawnosci Fizycznej, ktory
powstat w wyniku prob ujednolicenia metod oceny sprawnosci fizycznej. Poczatki prac
nad testem si¢gaja Igrzysk w Tokio w 1964 roku (Osinski, 2003). Sktada si¢ on z o$miu
nastepujgcych prob: bieg na 50m - proba szybkos$ci, skok w dal z miejsca - proba mocy,
bieg wytrzymatosciowy na dystansie 600, 800 lub 1000 m (w zalezno$ci od plci
1 wieku), pomiar dynamometryczny sity dtoni, podciaganie na drazku lub wytrzymanie
W zwisie na drazku - proba sity rak i barkow, bieg wahadtowy 4 x10 m z przenoszeniem
Klocka - proba zwinnosciowa, sktony w przdd z lezenia tytem w czasie 30s - proba sity
migsni brzucha, glebokos¢ sktonu tutowia w przod - préba gibkosci. Co istotne, nie
opracowano migdzynarodowych norm punktowych dla tego testu i dlatego tez
interpretacja uzyskanych wynikéw opierata si¢ na ich przyrownaniu do norm

narodowych i regionalnych (Osinski, 2003).

Kolejnymi bateriami testow, o ktoérych warto wspomnie¢, sa Europejski Test
Sprawnosci Fizycznej (Eurofit) dla osdb dorostych oraz Test Sprawnosci Fizycznej
Dzieci 1 Mtodziezy (YMCA). Pierwszy z nich, tj. Eurofit powstat w 1988 roku 1 sktada
si¢ z 10 prob. Oparty jest na nowoczesnej koncepcji sprawnosci fizycznej, gdzie
wyrézni¢ mozna nie tylko elementy ,powigzane z osiggnigciami”, ale i wprost
"powigzane ze zdrowiem". Pierwotnie Eurofit przeznaczony byt gtownie dla dzieci
i mlodziezy w wieku szkolnym 6-18 lat (Osinski, 2003), jednak opracowano takze jego
modyfikacje dla 0séb dorostych, ktéra pomimo podobnej do pierwowzoru koncepcji
poszczeg6lnych testow skladowych, jest lepiej dopasowana do potrzeb badania oséb

powyzej 20 roku zycia.

Z kolei test Sprawnosci Fizycznej Dzieci i Mtodziezy YMCA zostat stworzony
pod koniec lat 80-tych XX wieku przez B. Dona Franksa. Nadrzgdnym celem pomiaru
w tym przypadku jest szeroko rozumiana promocja zdrowia oraz motywowanie do
uczestnictwa w aktywnos$ci fizycznej, dazenia do satysfakcjonujacego wygladu oraz

dobrego samopoczucia (Osinski, 2003).
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1.2.3. Testy fizjologiczne

Wraz z rozwojem nauki z zakresu medycyny i zdrowia coraz powszechniej
wykorzystywane w diagnostyce sportowej byly testy okreslajagce fizjologiczng
wydolno$¢ organizmu. Zastosowanie ich wigze si¢ z koniecznos$ciag wykorzystania

specjalistycznego sprzetu oraz najczesciej pracy w warunkach laboratoryjnych.

Najpowszechniej wykorzystywanym wskaznikiem wydolnos$ci tlenowej
organizmu jest maksymalny pobor tlenu (VO2max). Dotyczy on poboru i wykorzystania
tlenu przez tkanki, a takze odgrywa znaczaca rol¢ przy restytucji powysitkowej (Levine,
2008). Znajomos¢ powyzszego wskaznika pozwala dobra¢ odpowiednie obcigzenia,
bazujac na reakcji fizjologicznej, a takze moze by¢é wykorzystywana w szkoleniu
sportowym ~w celu indywidualizowania  obcigzen treningowych  zgodnie
z fizjologicznym poziomem wytrenowania organizmu (Ronikier, 2001). Dowiedziono,
iz bodzce treningowe ponizej 50% VO2max nie wplywaja na popraweg stanu
wytrenowania i mogg by¢ traktowane jedynie, jako dziatalnos$¢ rekreacyjna. W sporcie
wyczynowym trening powinien opiera¢ si¢ zatem na wysitkach, ktore przekraczaja
VO2max danego zawodnika. Dobor i planowanie tych obciazen powinno by¢ Scisle
dobrane do konkretnego zawodnika, co pozwoli na pelne rozwinigcie jego sportowego
potencjatu (Ronikier, 2001). Oceny VO;max mozna dokona¢ za pomocg metod
posrednich oraz bezposrednich. Metody posrednie opieraja si¢ na pomiarze
czestotliwosci skurczéw serca podczas wysitku submaksymalnego (test Astranda lub
YMCA) i obarczone sg btedem pomiarowym (okoto 10%). Metody bezposrednie bazuja
na wysitkach maksymalnych, dlatego tez sa przeznaczone gtownie dla sportowcow,
ktorzy potratiag wykonac tak intensywny wysitek. Test najczesciej odbywa si¢ na biezni
mechanicznej, a badana osoba posiada maske, ktora mierzy pochtanianie tlenu. Wysitek
kontynuowany jest do odmowy kontynuowania wysitku (Ronikier, 2001; Zaton i wsp.,
2010). Do najcze¢sciej wykorzystywanych testow, wykorzystywanych do oznaczenia
VO;max nalezg: test Astranda na cykloergometrze, test submaksymalny Foxa, test

progresywny Blake'a oraz test Coopera.

Wydolnos$¢ beztlenowa informuje nas jak sprawne sg mechanizmy odnawiania
energii bez uzycia tlenu. Mozemy tu wyrdzni¢ testy wydolnosci beztlenowej
niekwasomlekowej jak i testy wydolno$ci beztlenowej kwasomlekowej. Do tych

pierwszych nalezy test Margarii (Margaria Step test), zwany rowniez testem

14



schodkowym. Polega on na pokonaniu trzech stopni (schodkéw) w jednym kroku. Start
znajduje si¢ 6 metrow od pierwszego stopnia, a osoba testowana stawia stope na 3, 61 9
stopniu. Mierzony jest czas potrzebny na pokonanie dystansu pomigedzy 3 a 9
schodkiem. Pomiaru dokonujg fotokomorki lub specjalne maty mierzace nacisk.
Powyzszy test moze stuzy¢ do kontroli efektow tylko jednej osoby, gdyz kazda zmiana

masy ciata bedzie miata wptyw na interpretacj¢ wynikow (Nedeljkovic i wsp., 2007).

Czesto uzywanym testem do oceny wydolnosci beztlenowej kwasomlekowej jest
test Wingate. Bazuje on na pracy z maksymalng czgstoscig obrotow na
cykloergometrze. Indywidualnie dobrane obcigzenie wynosi 7,5% masy ciala badanego.
Test jest poprzedzony rozgrzewka, ktéra polega na pracy na cykloergometrze przez pigé
minut z obcigzeniem S0W. Po rozgrzewce nastgpuje przerwa od 3 do 5 minut (Inbar
i wsp., 2015). Test polega na pracy od poczatku z jak najwieksza iloscig obrotow przez
30s. Badany powinien utrzymaé najwyzsze tempo pracy tak dtugo jak to mozliwe. Test
pozwala na ocen¢ zdolnos$ci fosfagenowych (moc i pojemno$¢) oraz mocy 1 pojemnosci

glikolitycznej na podstawie oceny stezenia kwasu mlekowego (Minahan i wsp., 2007).

Innym, bardziej specyficznym dla przedstawicieli gier zespotowych jest test
RAST (z ang. Running-based Anaerobic Sprint Test). Zawodnik po zwazeniu wykonuje
10 minutowa rozgrzewke, po ktorej nastepuje 5 minut przerwy. Test polega na
przebiegnieciu szesciu 35 metrowych odcinkéw przedzielonych 10 sekundowg przerwa.
Za pomoca fotokomodrek mierzony jest czas pokonania kazdego z odcinkdéw. Na
podstawie otrzymanych wartoSci nalezy wyznaczy¢: najwigksza, najmniejsza oraz
srednig warto$¢ mocy osiagnieta w tescie oraz tak zwany indeks zme¢czenia. Otrzymane
wyniki sg wskazéwka dla trenera do planowania treningu dla konkretnego zawodnika

(Andrade i wsp., 2015).

1.2.4. Testy biochemiczne

Poziom adaptacji organizmu na poziomie komorkowym, ale réwniez
tkankowym i narzgdowym, okre$la si¢ za pomocg wskaznikow biochemicznych.
Badanie krwi pozwala okres$li¢ ewentualne zaburzenia homeostazy zachodzace pod
wplywem wysitku fizycznego, jak réwniez wielko§¢ wykonanej pracy. Testy tego typu
sg powszechne juz od dawna w sporcie zawodowym, bedac wykorzystywane

standardowo do okre$lenia stanu zdrowia sportowca oraz okre$lenia stanu zme¢czenia
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czy gotowosci do udzialu w kolejnej sesji treningowej lub meczu. W zalezno$ci
od badanych parametrow, do analiz mozemy uzy¢ krwi obwodowej, krwi
wlosniczkowej, osocza Iub surowicy. Do oceny wpltywu wysitku fizycznego
na organizm wykorzystuje si¢ szereg parametrow, takich jak: kwas mlekowy, amoniak,
mocznik, kwas moczowy czy kreatynina lub enzymy: Kkinaza kreatynowa

I dehydrogenaza mleczanowa (Zaton i wsp., 2010).

Kwas mlekowy (z ang. lactate acide, LA) jest jednym z podstawowych
1 najtrafniejszych wskaznikow oceny wytrenowania organizmu. Zwigzek pomiedzy jego
produkcja a wysitkiem fizycznym znany jest juz od lat. Stezenie kwasu mlekowego
w organizmie zawodnika tuz po wysitku informuje o intensywno$ci przemian
beztlenowych, ale takze o zmianie rownowagi kwasowo-zasadowej wewnatrz ustroju,
prowadzacej przy mocnej pracy do powstania kwasicy metabolicznej ograniczajacej
wydolno$¢ organizmu. Korelacja stanu zakwaszenia z funkcjami ukladow
krazeniowego 1 oddechowego wykorzystana zostala do wyznaczania tzw. progu
mleczanowego. Moment przekroczenia poziomu mleczanu powyzej 4 mmol/l we krwi
Wasserman okreslil progiem mleczanowym. Na podstawie tego wskaznika mozemy
okresli¢ poziom pracy zardwno o charakterze beztlenowym jak 1 wytrzymato§ciowym
(Zaton i wsp., 2010). Testy pozwalajace okresli¢ zdolnos¢ do pracy beztlenowej to m.in.
Wingate oraz RAST.

Amoniak jest zwigzkiem toksycznym powstajacym w wielu tkankach
organizmu, gléwnie w procesach deaminacji, czyli rozkladu aminokwasoéw. Jak
udowodniono (Nybo i wsp., 2005), powstawanie amoniaku wptywa na zjawisko
lokalnego zmegczenia mieg$ni 1 zmeczenia osrodkowego przez jego negatywne
oddziatywanie na o$rodkowy uktad nerwowy. Amoniak z krwi usuwany jest w watrobie

w procesie detoksykacji.

Mocznik to kolejny z metabolitow, ktdérego monitoring jest przydatny
w praktyce sportowej. Jego fizjologiczne stezenie w organizmie wynosi od 1,7 do 8,3
mol/l. Podwyzszony poziom moze by¢ spowodowany wysitkami fizycznymi, podczas
ktorych zachodzi przyspieszona degradacja aminokwasow. Badany bezposrednio po
wysitku, moze réwniez Swiadczy¢ o zmniejszeniu przeplywu krwi przez nerki

i o0 ograniczonej filtracji kigbuszkowej. Pomiary mocznika nazajutrz po intensywnym
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wysitku dostarczaja nam wiedzy na temat procesu restytucji (Hiibner-Wozniak

I Lutostawska, 2000).

Kwas moczowy powstaje w wyniku degradacji nukleotydéw purynowych m.in.
ATP. U os6b trenujacych obserwuje si¢ wigksze stezenie kwasu moczowego we krwi
niz u osob nietrenujgcych. 70% wydalane jest przez nerki natomiast pozostate 30%

przez przewdd pokarmowy (Zaton i wsp., 2010).

Z kolei kreatynina to bezwodnik kreatyny, wystepujacy we krwi i moczu. Okoto
1-2% kreatyny jest degradowane do kreatyniny podczas jednego dnia. Wysiltek
fizyczny, powoduje chwilowe zwickszenie kreatyniny w surowicy w wyniku
intensywnego metabolizmu  kreatyny, ktéra wykorzystywana jest do celow
energetycznych. Kreatynina jest jednym z markerow pracy nerek. Wzrost jej poziomu

moze $wiadczy¢ o uposledzone;j filtracji kigbuszkowej (Zaton i wsp., 2010).

Kinaza keratynowa (z ang. creatine kinase, CK) jest jednym z markeréw
uszkodzenia  migéni. Jest to  enzym,  ktory  Katalizuje  przeniesienie
wysokoenergetycznego fosforu z fosfokreatyny na ADP, w ten sposob biorgc udziat
w resyntezie ATP. CK znajduje si¢ gtdéwnie w cytoplazmie migéni szkieletowych,
migsnia sercowego 1 mozgu. Zwigkszone ilosci kinazy kreatynowej we krwi pojawiaja
si¢ na skutek wysitku fizycznego. Wzrost jej poziomu odnotowywany jest do paru
godzin po treningu. Spoczynkowy poziom CK u oséb zdrowych wynosi <900 U/I. Aby
okresli¢ rzeczywisty obraz zmian powysitkowych CK u danego zawodnika konieczny
jest regularny monitoring. Poziom spoczynkowy CK jest r6zny u réznych jednostek.
Mozemy wyr6zni¢ zawodnikow o wysokich oraz niskich poziomach kinazy. Kazdy
z powyzszych typéw ma roézny zakres tolerancji CK, dlatego zakresy w dwoch
przypadkach beda sie rozni¢ (Hibner-Wozniak 1 Lutostawska, 2000). Oprocz
zmiennosci osobniczej podczas analizy wynikow nalezy wzia¢ pod uwage wysitki,
ktorym zawodnicy byli poddawani podczas treningu. Jak do tej pory oznaczenie CK jest
jednym z najtanszych 1 najpopularniejszych sposobéw monitoringu zmegczenia

u sportowcow (Zaton i wsp., 2010).

Dehydrogenaza mleczanowa (z ang. lactate dehydrogenase, LDH) to enzym,
ktory katalizuje przeksztalcanie pirogronianu w kwas mlekowy w warunkach
beztlenowych. Jest to enzym zbudowany z czterech podjednostek, ktore sa dwojakiego

rodzaju: M i H. Wystepuje w pigciu izoformach: LDH1, LDH2, LDH3, LDH4, LDHS.
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Stezenie dehydrogenazy mleczanowej wzrasta w wyniku uszkodzenia narzadéw lub
tkanek. Proporcja izoenzymow jest charakterystyczna dla roznych tkanek i narzadow
(na przyktad w miesniu Sercowym przewaza izoenzym LDH1, a w migsniach
szkieletowych LDHSY), dzigki czemu, wykonujac test na aktywno$¢ danych izoform
we krwi, mozemy okresli¢, ktory z narzadow ulegl uszkodzeniu (Hiibner-Wozniak
I Lutostawska, 2000). LDH jest rowniez markerem zawatu mig$nia sercowego, chociaz

wspodlczesne badania donoszg o bardziej specyficznych wskaznikach (Bodor, 2016).

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, iz diagnostyka sportowa to bardzo rozlegla
i wcigz rozwijajgca sie dziedzina wiedzy bazujgca na takich naukach jak fizjologia,
biochemia, fizjoterapia czy antropologia. W dzisiejszych czasach, w sporcie
zawodowym na sukces zawodnika pracuje caly sztab ludzi - od trenera poprzez
specjalistbw od przygotowania motorycznego, fizjoterapeutow, fizjologow,
biochemikdéw, na psychologu i trenerze mentalnym konczac. Ponadto szybko
rozwijajace si¢ kolejne dziedziny wiedzy stwarzajg realne mozliwosci wykorzystania
ich potencjatu w diagnostyce sportowej. Jedng z nich jest genetyka, ktorej praktyczne

wykorzystywanie staje si¢ coraz powszechniejsze.

1.2.5. Testy genetyczne w sporcie

Dazenie do osiggania coraz lepszych wynikow w sporcie sprawilo, ze coraz
powszechniej stosowane s3 roznego rodzaju testy, w tym takze testy genetyczne.
Przyczyna takiego stanu rzeczy jest migdzy innymi bardzo dynamiczny rozwoj biologii
molekularnej, a co za tym idzie coraz wigksza dostgpnos¢ testow opartych na zasobach
tej nauki. Pojawienie si¢ tego typu metod diagnostycznych niesie jednak za sobg szereg

pytan 1 watpliwosci. Proba rozwigzania przynajmniej czg$ci z nich jest niniejsza praca.

Genetyka jest nauka o dziedziczno$ci. Moze nam ona dostarcza¢ informacji
na poziomie fenotypu np. czy dana cecha wyst¢puje w rodzinie lub na poziomie
molekularnym, poprzez identyfikacje roéznic w DNA  odpowiedzialnych
za wystepowanie danego fenotypu. Coraz szersze zastosowanie genetyki
w zagadnieniach zwigzanych ze sportem 1 aktywnos$cia fizyczng stalo si¢ przyczyna
powstania kinezjogenomiki. Ten nowy termin wprowadzony w Stanach Zjednoczonych
laczy w sobie kinezjologie, a wigc nauke o ruchu czlowieka, z genomika, czyli nauka

0 genomie (Wackerhage i wsp., 2009).
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Prekursorami badan w zakresie genetyki sportu i aktywnosci fizycznej byli
Vassilis Klissouras i Paavo Komi, ktdrzy rozpoczynali swoja prace na poczatku lat
siedemdziesigtych XX wieku (Komi i wsp., 1973), a takze Claude Bouchard — wiodacy
badacz, ktéry zaczat badania na przelomie lat siedemdziesigtych i osiemdziesiagtych
(Bouchard, 1983). Pierwszy podrecznik pt. ,,Genetics of Fitness and Physical
Performance” dotyczacy powyzszego zagadnienia zostal opublikowany przez
Bouchard’a i wspotautorow w 1997 roku (Bouchard i wsp., 1997), natomiast wiodacy
podrecznik w tej tematyce zatytulowany Genetics Primer for Exercise Science
and Health zostal opublikowany przez Stephen’a Roth’a dopiero w 2007 roku (Roth,
2007).

Nalezy zda¢ sobie jednak sprawe, iz oprocz tego, ze ta nowa metodologia
molekularna niesie za sobg szereg potencjalnych mozliwosci, wigze si¢ tez z wieloma
zagrozeniami. Najwigksze potencjalnie szanse zwigzane s3 z bardzo wczesng
mozliwos$cig diagnozy poszczegdlnych czynnikow, kluczowych ze sportowego punktu
widzenia. Wiedza tego typu, oparta na rzetelnych i powtarzalnych badaniach moze
stanowi¢ istotny czynnik w procesie doboru do sportu, jak i w projektowaniu samego

procesu treningowego.

Badania genetyczne sa wykorzystywane do analizy czynnikéw wplywajacych
na szeroko rozumiang sprawno$¢ ludzkiego organizmu (z ang. performance).
Prowadzone na rodzicach 1 blizniakach juz kilkanascie, a nawet kilkadziesiat lat temu,
tzw. testy bez rozeznania genomu wykazaty, ze rdéznice w wielu cechach zwigzanych
z aktywnoscig fizyczng sa czgsciowo dziedziczne (Bouchard i wsp., 1986). Do cech
takich naleza migdzy innymi: maksymalne pochlanianie tlenu, wydolno$¢ beztlenowa,
maksymalna szybko$¢ biegu, dystrybucja widkien migsniowych, koncentracja enzymow
mie$niowych, a takze mozliwo$¢ ksztaltowania niektorych z tych cech poprzez trening
(Spurway i Wackerhage, 2006).

Wspolczesnie testy genetyczne znajduja zastosowanie w sporcie w kilku
obszarach. Jednym z najczgstszych kierunkow badan jest poszukiwanie talentow
sportowych. Testy dostarczajace informacji na temat predyspozycji sportowych moga
by¢ stosowane przez sportowcow w celu doprecyzowania ich przysziosci sportowej,
a takze przez rodzicow, aby okresli¢ genetyczne predyspozycje ich dzieci. Kolejnym

obszarem, w ktérym testy genetyczne moga mie¢ ogromne zastosowanie jest dalsza
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selekcja do sportu oraz indywidualizacja szkolenia czy diety. Zastosowanie testow
genetycznych w rozwigzywaniu takich probleméw na pewno ulatwitoby prace
trenerom. Trzecim polem, na ktorym zastosowanie genetyki moze przyniesc¢
niesamowite rezultaty, jest mozliwos¢ okreslenia podatnosci na kontuzje oraz dobrania
odpowiednich §rodkow zapobiegawczych, zmniejszajacych prawdopodobienstwo ich

pojawienia si¢ u danego zawodnika obcigzonego ryzykiem ich wystapienia.

Oczywistym jest, ze wprowadzenie tak nowoczesnego i doktadnego narzedzia
diagnostycznego jak testy genetyczne niesie za sobg bardzo duzo potencjalnych
korzysci. Z drugiej jednak strony, stosowanie testow genetycznych zwigzane jest tez
z szeregiem zagrozen. Wynikaja one miedzy innymi z tego, iz do tej pory kwestia
takowych badan w wigkszosci krajow nie jest prawnie usankcjonowana. Czym w takim
razie testy genetyczne roznig si¢ od powszechnie stosowanych przez lata testow

motorycznych i fizjologicznych? Na czym polega ich przewaga - o ile takowa istnieje?

Odnoszac si¢ do opinii The British Association of Sport and Exercise Sciences
(w skrocie BASES) (Wackerhage i wsp., 2009) oraz publikacji Wang’a (Wang i wsp.,
2016) mozna wymieni¢ trzy podstawowe rdznice pomiedzy testami genetycznymi

a tradycyjnymi.

Po pierwsze, w przeciwienstwie do testow motorycznych testy genetyczne
dostarczaja informacji, ktore nie zmieniaja si¢ z wiekiem. Genom danej osoby jest
odrebny i oryginalny oraz pozostaje taki przez cale zycie (istnieja wyjatki, ktore sa tutaj
nieistotne). Dzigki temu testy genetyczne mozna przeprowadzi¢ tak szybko, jak tylko
pojawi si¢ DNA — nawet przed narodzinami. Jest to zasadnicza rdznica w stosunku do
innych testow, np. testu badajacego poziom zakwaszenia, ktéry bedzie informowat
m.in. o zdolno$ciach do biegania w maratonach, a jego wynik jest zalezny od wieku
badanego, w ktorym zostanie przeprowadzony. Rdznica ta jest wazna, gdyZz otwiera
mozliwos¢ niewlasciwego stosowania testOw na ptodach lub osobach niepetnoletnich.
Jednym ze scenariuszy moze okaza¢ si¢ wybieranie embrionow pod wzgledem
predyspozycji sportowych, intelektualnych czy innych. Wyniki mogtyby by¢ rowniez
uzywane, aby decydowa¢ czy mate dziecko powinno rozpocza¢ kariere¢ w sporcie czy

jednak nie.

Pod drugie, zardwno testy genetyczne, jak 1 tradycyjne, moga w pozniejszym

czasie wskazywac na ryzyko choroby. Skuteczno$¢ testow genetycznych w tym temacie
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wydaje si¢ by¢ wigksza, cho¢ testy motoryczne rowniez moga ujawni¢ ryzyko
wystgpienia choroby lub ujawnia¢ ryzyko szybszej $mierci. Przykladowo, sita
mig¢éniowa jest ujemnie powigzana ze $miertelnoscig (Ruiz i wsp., 2008), a niski
poziom wydolnosci fizycznej powigzany jest z wickszg $Smiertelnoscig (Blair, 1989).
Najistotniejsze jest w tym przypadku jednak to, ze testy genetyczne moga czasem by¢
zrédlem informacji o danych jednostkach chorobowych zupetlie przypadkowo.
Przyktadem moze by¢ polimorfizm genetyczny wystepujacy w genie APOE, Kktory
koduje biatko istotne dla transportu lipidow. Na podstawie 2 loci mozna wyrdznié trzy
formy polimorficzne tego genu: APO E2, E3 i E4. Wariant APO E4 wiaze sig
z ograniczonymi réznicami w profilu lipidowym, ale okazato si¢, ze rdwniez z p6zno
zapoczatkowang rodzinng chorobg Alzheimera (Corder i wsp., 1993). W zwigzku z tym
osoby, ktore zostaly poddane temu testowi, aby zbada¢ wariant genetyczny zwigzany
z profilem lipidowym otrzymuja informacj¢ o prawdopodobienstwie zachorowania
na chorobe¢ Alzheimera. Aby poradzi¢ sobie z ryzykiem nieoczekiwanych powigzan
wynikow badan genetycznych z cigzka chorobg, nalezaloby zadbaé¢ o obowigzkowe
doradztwo genetyczne. Dzigki temu badana osoba moglaby podja¢ §wiadoma decyzje

0 kontynuowaniu lub zaniechaniu dalszych badan i ewentualnym leczeniu.

Po trzecie, testy genetyczne maja znacznie wigkszy wplyw na Zycie krewnych
niz inne testy. Tak jak test na obecnos¢ HIV moze mie¢ konsekwencje w zyciu rodziny,
jak 1 partnerow seksualnych zakazonej osoby, tak testy genetyczne nigdy nie zostajg bez
wplywu na najblizszych. Dlatego ponownie przywolane poradnictwo jest konieczne,

aby badany zrozumiat wnioski ptynace z testu i ich wptyw na rodzing.

Nalezy jednak uswiadomi¢ sobie fakt, ze bez wzgledu na potencjalne czy nawet
realne ryzyko z tym zwigzane, testy genetyczne s3 juz obecne na rynku od co najmniej
kilkunastu lat. Podwalinami pod tego typu metod diagnostycznych byty badania
prowadzone od poczatku lat dziewigcdziesigtych (Claude Bouchard, 1992; Claude
Bouchard i Pérusse, 1992). Wtedy to wlasnie rozpoczgto badania tzw. genow
kandydujacych, mogacych mie¢ potencjalnie wplyw na szerokorozumiane
predyspozycje sportowe. Do chwili obecnej opisano ponad 200 tzw. gendw
kandydujacych (Bray i wsp., 2009).

Wedlug Cigszczyka i wspotautorow (2008) geny te mozna podzieli¢ na cztery

heterogeniczne grupy:
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1. Geny kodujace biatka odpowiedzialne za regulacj¢ ci$nienia krwi, czyli np. biatka
uktadu kalikerinowo-kininowego (np. ACE, BDKRB2, NOS3) oraz biatka receptorow
adrenergicznych (np. ADRA2A, ADRB1, ADRB2 i ADRB3J)

2. Geny kodujace czynniki zwigzane ze strukturg wtokien mi¢sniowych oraz regulujace

rozwoj i powstawanie migsni (np. ACTN3, MSTN)

3. Geny kodujgce czynniki transkrypcyjne, kontrolujace ekspresje gendéw dla biatek
enzymatycznych zaangazowanych w metabolizm energetyczny komorek (np. PPARA,

PPARGC1A)

4. Geny kodujace enzymy uczestniczace w waznych szlakach metabolicznych komoérek
mig$niowych zwigzanych z uwalnianiem energii niezbednej dla wykonywania pracy

migsniowej (np. AMPD1, CK).

1.2.5.1. Poszukiwanie talentu sportowego — testy ,,direct to consumer”

Wiedza dotyczaca tzw. gendéw kandydujacych dynamicznie si¢ rozwija.
W zwiagzku z tym jest tez ona coraz bardziej dostepna dla sportowcow, trenerdw czy
rodzicow. Do tej pory powstato na rynku bardzo wiele firm, ktore oferujg komercyjne
badania genetyczne. Za po$rednictwem formularza on-line lub droga e-mailowa
mozliwe jest zamoOwienie zestawu, ktory zostanie dostarczony poczta bezposrednio do
miejsca zamieszkania tzw. direct to customer. Williams i wspotautorzy (2016) donosza,
1Z pierwsza tego typu firma pojawila si¢ w 2004 roku w Australii pod nazwa Genetic
Technologies, oferujac ACTN3 Sports Performance Test™. Niedawne doniesienia
(Webborn i wsp., 2015) pokazuja, iz obecnie na rynku istnieje co najmniej kilkadziesigt
firm oferujacych badania polimorfizméw zwigzanych z aktywno$cig fizyczng lub
podatnoscig na kontuzje. Najczgsciej testowanym okazat si¢ wariat R577X w genie
ACTN3 - badany przez 89% firm, ktdre przedstawity informacje na temat swoich testow
genetycznych na stronach internetowych (Williams i wsp., 2016). Jest to jeden
z najlepiej przebadanych polimorfizméw, ktérego zwigzek z wynikami sportowymi
zostal wielokrotnie udowodniony (Clarkson i wsp., 2005a; Druzhevskaya i wsp., 2008;
Eynon, Duarte, i wsp., 2009; Yang i wsp., 2003). Jednakze informacje uzyskane
z analizy pojedynczego polimorfizmu typu SNP (z ang. single nucleotide polimorphism)
sg ograniczone. Dlatego tez w oparciu o takg analiz¢ nie powinny by¢ wyciagane daleko

idace wnioski odnos$nie przysztosci sportowej danej osoby, a wyniki moga by¢
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traktowane jedynie jako ciekawostka. W zwigzku z tym istnieje realne zagrozenie

zwigzane z nadinterpretacja tego typu wynikow.

Niektoére firmy traktuja dane genetyczne ostroznie i nie rozszerzaja wnioskow
poza opublikowane dowody naukowe. Jednak to wywazone podejscie nie jest
powszechnie przyjete. Niektore firmy nie bazujgc na wystarczajaco mocnych dowodach
naukowych wykraczajg ze stwierdzeniami na temat pojedynczych markerow poza
akceptowalne granice. Wickszos¢ badaczy zajmujacych si¢ genetyka sportu uwaza
bowiem, iz sposrod wielu réznych dobrze przebadanych wariantow genetycznych
wskazanie jednego, najbardziej znaczacego jest niemozliwe =z uwagi na
niewystarczajace jak do tej pory dowody naukowe (Wackerhage i wsp., 2009). Aby
uzyska¢ wiarygodne wyniki konieczne jest zbadanie kilkunastu polimorfizméw w celu
stworzenia wielowymiarowego, petnego profilu genetycznego, dedykowanego zbadaniu
okreslonych wiasciwosci organizmu. Podczas gdy pokusa komercjalizacji testow
niezaprzeczalnie istnieje, rozsadne 1 odpowiedzialne byloby poczeka¢ na naukowy
konsensus przed wprowadzeniem testow, ktore maja obecnie malg skuteczno$é
w sporcie. Poradnictwo genetyczne, dzigki ktoremu wnioski z testow moglyby zostaé
przekazane w sposob obiektywny, wraz z ukazaniem ograniczen w zastosowaniu testow

genetycznych, nalezy zatem uzna¢ za niezb¢dne minimum.

Niestety, wyniki przesytane klientom bardzo rzadko s3 wlasciwie
interpretowane. Co wiecej, szczegolnie rozczarowujace jest to, iz ponad potowa firm
(54%) proponujacych testy genetyczne zwigzane ze sportem nie publikowala informacji
na temat tego, jakie warianty gendéw analizowata (Alun G. Williams i wsp., 2016).
W wyniku tego nie jest mozliwa ocena przez swiadomego konsumenta, badz tez przez
srodowisko naukowe czy przedstawiony wynik ma uzyteczne zastosowanie. Jest to
o tyle wazne, iz istniejag dostownie miliony wariantow mozliwych do zbadania,
z ktorych analiza kazdego z osobna dostarczy nam innych wnioskéw. Z drugiej strony,
postgpowanie tego typu jest uzasadnione z komercyjnego punktu widzenia.
Upublicznienie badanych przez firmy polimorfizméw mogloby by¢ podstawg do
skopiowania badanego profilu przez firmy komercyjne, ale réwniez mogloby prowadzi¢
do krytyki zwigzanej z tym, iz naukowe dowody na temat istotnego znaczenia danego
wariantu sg stabe. Ponadto dynamiczny rozwdj genetyki mogiby doprowadzi¢ do tego,
iz stan wiedzy na temat jakiego$ konkretnego genu jest nieaktualny, co spowodowatoby

zakwestionowanie wiarygodnosci danego testu.
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Testy genetyczne moga by¢ interesujace dla wielu osob. Dzigki nim sportowcy
czy trenerzy mogliby lepiej pozna¢ i zrozumie¢ fizyczne ograniczenia lub adaptacje
treningowe. Obecnie trwaja starania o to, aby uzyskane informacje mozna byto odnies$¢
do okreslonej dyscypliny, czy konkretnego planu treningowego, aby wiedzg pozyskang
w laboratorium mozna bylo zastosowa¢ w praktyce (Pickering i Kiely, 2017b). Nalezy
zatem upatrywaé mozliwego zagrozenia wynikajacego z komercyjnego zastosowania
takich testow, ktorych przeprowadzenie za odpowiednig optatg jest mozliwe réwniez

w Polsce.

Ostatnie lata to dazenie do nadania nowej jakosci badaniom genetycznym
w sporcie. Dotychczasowe analizy dotyczyly relatywnie niewielkiej liczby wariantow
genetycznych i prowadzone byly na matych i czesto heterogenicznych grupach. Wybor
genu ograniczony byt do grupy ,,genow kandydujacych”, czesto wedlug preferencji
autora, opierajacego si¢ na matych, nieistotnych statystycznie badaniach. Jak si¢
okazuje - to zbyt mato, by méc w tym przypadku mowié o sprawdzonych procedurach
diagnostycznych. Wedtug wielu autorow, aby przenie$¢ badania genetyczne na wyzszy
poziom istnieje potrzeba obszernych badan genomu, ktére wykorzystywalyby wszystkie
dostepne narzedzia, takich dziedzin jak genomika, epigenomika, transkryptomika.
Wiasnie do realizacji takich celéw zostalo powotane w maju 2015 roku The Athlome
Project Consortium (Pitsiladis i wsp., 2016). Jest to unikalne przedsigwzigcie majace na
celu polaczenie sit wielu naukowcow oraz osrodkow badawczych na catym Swiecie
w celu dostarczania rzetelnych badan dotyczacych szeroko rozumianej genetyki sportu.
Naukowcy, w zalezno$ci od zakresu badan przynaleza do grup tematycznych, m.in.
Eastern Europe Population Studies, ELITE Study, GAMES Study, GENATHLETE
Study, GENESIS Study, Gene SMART Study, GOINg Study, J-HAP Study, NTR
Study, POWERGENE Study. Priorytetowe zadania The Athlome Project to przede
wszystkim wymiana doswiadczen pomig¢dzy os$rodkami badawczymi, okreslanie
nowych kierunkéw badan, pozyskiwanie srodkow na realizacje wspoOlnych prac
naukowych oraz sankcjonowanie etycznych i prawnych form wykorzystania badan

genetycznych w sporcie.
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1.2.5.2. Badania genomowe

MicroRNA

Chociaz badania dotyczace tzw. genow kandydujacych osiggnelty najwicksza
popularno$¢ w kontekscie poszukiwania talentu sportowego — nie jest to jedyna Sciezka,
ktérag podazaja naukowcy. Bardzo ciekawym zagadnieniem, uznawanym za bardzo
obiecujgce w kontek$cie badania adaptacji treningowych, jest regulacja ekspresji genéw
za pomocg microRNA. MicroRNA (miRNA) to kroétkie, jednoniciowe czasteczki RNA
(o dhlugosci od 21 do 23 nukleotydow) odpowiedzialne za tzw. potrankrypcyjne
wyciszanie genéw. tacza si¢ one z mMRNA na zasadzie komplementarnosci
uniemozliwiajac translacje i powstawanie biatka (Ambros, 2004). Geny kodujace
microRNA, podobnie jak geny kodujace biatka, podlegaja epigenetycznym

modyfikacjom.

W miRNA upatruje si¢ bardzo skutecznego biomarkera, ktory moglby
informowa¢ o fizjologicznych adaptacjach treningowych. Wiele badan dowiodto
znaczacej roli jaka odgrywa miRNA w regulacji hipertrofii tkanki mig$niowej (Hitachi
i Tsuchida, 2014) oraz kardiomiocytéw, mitochondrialnej biogenezie (Denham i wsp.,
2014), angiogenezie uktadu naczyniowego (S. Wang i wsp., 2008), czy procesach
metabolicznych (Poy i wsp., 2007). Bodziec treningowy wywoluje aktywacje
komoérkowa prowadzacg do stresu fizjologicznego i1 uszkodzenia tkanek, po ktorych
nastepuje naprawa i regeneracja. Badania pokazujg, ze liczne, specyficzne tkankowo
miRNA s3 uwalniane do krazenia w trakcie 1 po wysitku oraz odzwierciedlaja ostra
odpowiedZ na bodziec fizjologiczny i w zwigzku z tym nazywane sg z ang. circulating
miRNA, czyli w skrocie c-miRNA. Co ciekawe, wzor ekspresji c-miRNA wydaje si¢
by¢ wrazliwy i specyficzny dla rodzaju i intensywnosci ¢wiczen (Margolis i wsp., 2017,
Ramos i wsp., 2018). Konwencjonalne markery biochemiczne dostarczaja informacji na
temat stresu tkankowego czy urazu, ale dostarczajg jedynie ograniczonych informacji na
temat mechanizmu adaptacji na poziomie komorkowym. C-miRNA spetniajg wigkszo$¢
wymagan dotyczacych dobrych biomarkeréw — probki sa pobierane matoinwazyjnie i sa

fatwo dostepne oraz niezwykle stabilne w ptynach ustrojowych.
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Studia asocjacyjne calego genomu

Na poczatku XXI wieku pojawily si¢ mozliwosci analizy catego genomu przy
uzyciu mikromacierzy, ktorych zastosowanie umozliwilo rownoczesne oznaczanie
duzej liczby polimorfizmoéw pojedynczych nukleotydow. Zainicjowalo to nowe
spojrzenie na badania dotyczace catego genomu (z ang. genome-wide association
studies, GWAS). Badania asocjacyjne catego genomu (GWAS) stopniowo wypieraja
analiz¢ blizniakow oraz badania genow kandydujacych (z ang. candidate gene
association studies, CGAS) (Pitsiladis i wsp., 2016).

Badania GWAS s3 prowadzone na bardzo duzej populacji. Pozwalaja
na przebadanie tysigcy SNP (z ang. single nucleotide polymorphism), podczas jednego
eksperymentu. Jako ze bardzo rzadko zdarza si¢, iz pojedynczy polimorfizm wptywa
na dang ceche jeden do jednego, badania GWAS zazwyczaj prowadzone bez hipotez
apriori, dostarczaja jedynie list¢ podejrzanych SNP, ktore moga wptywaé na zaburzony
fenotyp. Nastepnie, wybrane z nich s3 sprawdzane w badaniach funkcjonalnych
na modelach komoérkowych lub zwierzgtach, aby udowodni¢ zwigzek przyczynowo-
skutkowy. Do tej pory jednym z najpopularniejszych kierunkow wykorzystania badan
GWAS jest szukanie zwiazku danych SNP z chorobami serca, cukrzyca, chorobami
autoimmunologicznymi czy zaburzeniami psychicznymi. Badanie dotyczace wariantow
genetycznych wplywajacych na cisnienie krwi oraz choroby uktadu krazenia
opublikowane w ,,Nature” w 2011 roku obejmowato 200 000 badanych i dato $wieze
spojrzenie na nowe $ciezki terapeutyczne zapobiegajace powyzszym chorobom (Ehret
i wsp., 2011). Ponadto badania z uzyciem GWAS szukaja genetycznego podtoza chordb
autoimmunologicznych, cukrzycy czy choréb psychicznych (Tang i wsp., 2014).

Problemem przy tego typu badaniach sg koszty zwigzane z koniecznoS$cig
pozyskania duzej liczby badanych 0s6b — aby polimorfizmy wykazywaty statystycznie
istotng zalezno$¢ nalezy ich szuka¢ w populacji liczacej co najmniej kilka tysiecy. Jedna
z drég na obejscie tego problemu s3a eksperymenty prowadzone na populacjach psich,
ktore wykazuja duza homogeniczno$¢. Moga one stuzy¢ jako model dla pozniejszych

badan prowadzonych na gatunku ludzkim (Karlsson i wsp., 2013).

Badania epigenetyczne
Naj$wiezsza, bardzo dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzing wiedzy stata si¢

epigenetyka. Przedrostek ,,epi” oznacza ,,poza czym$, w dodatku” — oznacza to, iz ta
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dziedzina wiedzy zajmuje si¢ dziedziczeniem niezwigzanym bezposrednio
z nukleotydowa sekwencja DNA. Polem zainteresowania jest tutaj ekspresja genow
regulowana przez czynniki zewnetrzne, ktorej mechanizmy moga by¢ dziedziczone.
Pomimo, ze organizm wielokomérkowy sktada si¢ z komorek o praktycznie
identycznym kodzie genetycznym, to fenotypowo sg one rézne. Za ekspresje réznych
gend6w w réznych komorkach odpowiadaja wlasnie mechanizmy epigenetyczne.
Dokladniej chodzi tu o oddziatywanie na DNA i bialka histonowe, ktorych to
modyfikacja chemiczna wplywa na ograniczenic lub wzmozenie ekspresji genow. Do
najczesciej spotykanych mechanizmow epigenetycznych nalezy acetylacja, metylacja,
fosforylacja czy ubikwitynacja histonéw. Innym mechanizmem jest rowniez metylacja
nici DNA, ktéra wystepuje u bakterii, roslin, zwierzat, w tym ssakow, a u drozdzy,

nicieni czy Drosophilla melanogster wystepuje rzadko lub w ogole (Korochkin, 2006).

Za jeden z czynnikoOw epigenetycznych wplywajacych na ekspresj¢ genow
uznaje si¢ szeroko rozumiany styl zycia. Wspoélczesne badania epigenetyczne dotycza
migdzy innymi aktywnosci fizycznej i jej wplywu na zapobieganie niektorym
nowotworom oraz na pojawianie si¢ chordéb zwigzanych ze starzeniem si¢ (Rezapour
i wsp., 2018; Spdlnicka i wsp., 2018). Badania na szczurach dowiodly, ze dzienna
dawka ¢wiczen jest kluczowym czynnikiem w rozwoju zmian epigenetycznych
w migs$niach szkieletowych, zapobiegajagcym zanikowi mig$ni w pdzniejszym zyciu
(Ohsawa i wsp., 2018). W kregu zainteresowan naukowcow jest takze wplyw
suplementacji (Hunter i wsp., 2019) czy sposobu zywienia na poziom metylacji DNA
(Sharples i wsp., 2016).

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze w kontek$cie wykorzystania diagnostyki
molekularnej wcigz wydajemy si¢ by¢ na poczatku drogi. Badania dotyczace
genetycznych uwarunkowan do uprawiania sportu wydaja si¢ by¢ szczegdlnie istotne
w przypadku sportowcow z Polski, szczegolnie biorgc pod uwage fakt coraz wigkszej
dostepnosci testow komercyjnych. Firm oferujagcych takie badania w Polsce jest juz
kilkadziesigt. Jednakze nikt nie sprawdzil oferowanych przez nie testow w sposob

rzetelny 1 wyczerpujacy jesli chodzi o ich skutecznos$¢ w badaniach populacji polskiej.
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1.3. Markery genetyczne wykorzystywane w sporcie
1.3.1. Charakterystyka genu ACE
1.3.1.1. Budowa i lokalizacja na chromosomie

Gen ACE ma swoj locus w chromosomie 17, w pozycji 17923.2 (Rysunek 2)
(Mattei M.G., Hubert C., 1989; Rigat i wsp., 1990). Jego dtugos¢ w przyblizeniu
wynosi 20500 par zasad. W sktad genu ACE wchodzi 26 egzondw i 25 intronow.
Pozbawiony niekodujacych intronéw transkrypt mRNA genu ACE sktada si¢ z 4195

nukleotydow.
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Rysunek 2. Lokalizacja genu ACE na chromosomie 17 (locus w pozycji 17q23.2) (zrodlo:
https://ghr.nlm.nih.gov/gene/ ACE#location)

Wedlug bazy NCBI w genie ACE wskazano na obecno$¢ 160 miejsc
polimorficznych, w zdecydowanej wiekszosci mutacji punktowych (tzw. mutacji typu
SNP, ang. Single Nucleotide Polymorphism), polegajacych na zmianie pojedynczych
nukleotydéw (np. G2350A, C4656T). Tylko 34 spo$rod wspominanych powyzej 160
miejsc polimorficznych jest zlokalizowanych w egzonach tego genu, a 18 z nich to tzw.
mutacje nonsensowne (Sayed-Tabatabaei i wsp., 2006). W przypadku ludzi odkryto
dwa homologi genu ACE, tj. ACE2 (Tipnis i wsp., 2000) i ACE3 (Rella i wsp., 2007).

Gen ACE powstal najprawdopodobniej na bazie duplikacji (Coates i wsp., 2000).
Za teorig powstania ACE na bazie duplikacji §wiadczy¢ moze tez fakt, ze egzony od 4
do 11 i egzony od 17 do 24 koduja dwie homologiczne domeny molekut ACE, ktore sa
bardzo podobne pod wzgledem wielkosci i struktury (Hubert i wsp., 1991).

Produkt ekspresji dla tego genu moze pojawia¢ si¢ w dwoch izoformach,

ze wzgledu na rozny sposob odczytu genu w roznych tkankach. Pierwsza z wersji genu,

28



nazywana somatyczng lub $rédbtonkowa (tzw. SACE), koduje dluzszy tancuch
polipeptydowy (1306 aminokwasow). Transkrypcja SACE mRNA inicjowana przez
promotor zlokalizowany na 5’ koncu pierwszego egzonu i odbywa si¢ poprzez
transkrypcje wszystkich 26 egzonow. W dojrzatym SACE mMRNA dochodzi
do transkrypcji egzonéow od 1 do 26, z wyjatkiem egzonu 13, ktory jest wycinany
(Sayed-Tabatabaei i wsp., 2006). Druga izoforma ACE, nazwana jadrowa
lub zarodkowsg (tzw. tACE Ilub gACE), koduje produkt o krotszym tancuchu
polipeptydowym (701 aminokwasOw), ktory jest charakterystyczny dla jader
i zarodkdw. Transkrypcja tACE mRNA inicjowana jest przez promotor ztozony z 91 par
zasad, ktory zlokalizowany jest wewnatrz genu, a dokladnie w intronie 12 (Hubert
i wsp., 1991). W dojrzatym tACE mRNA dochodzi do transkrypcji egzondéw od 13 do
23 (Howard i wsp., 1993). Doktadna rola tACE jest wciaz nie do konca rozpoznana.
Przypuszcza si¢, ze jej rola zwigzana jest z reprodukcja ptci meskiej (Krege i wsp.,
1995).

W kontekscie predyspozycji sportowych najczesciej wskazywany jest
polimorfizm insercyjno-delecyjny (ID), ktoéry polega na insercji - | (obecnosci)
lub delecji - D (braku) 287 par zasad repetytywnej sekwencji Alu w intronie 16 (Mattei
i wsp., 1989; Rigat i wsp., 1990), co jest podstawg do odrdznienia allelu I oraz D
(Rysunek 3).

23 8
85 — (2] m 853
28 & 3 3 22
35 i 2 e 3 €%

Exon 1 Exon 25

- 20.5kb >

Rysunek 3. Gen ACE. Polimorfizm insercyjno-delecyjny (I/D) w intronie 16 (zrédlo: Bell i wsp., 2007)

Mozliwe sa zatem trzy genotypy: I, ID i DD. Osoczowa aktywno$¢ ACE jest
o 60% wyzsza u homozygot DD niz u homozygot II, dla heterozygot przyjmuje
wartos$ci posrednie (Malik i wsp., 1997; Navis i wsp., 1999).
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1.3.1.2. Charakterystyka funkcjonalna genu ACE

Produkt genu ACE, czyli enzym konwertujacy nieaktywng angiotensyng I
w fizjologicznie aktywnag angiotensyn¢ Il (tzw. kininaza 1l lub konwertaza
angiotensyny), jest kluczowym elementem ukladu renina-angiotensyna (RAS, z ang.
renin-angiotensin system), odgrywajacego istotng role w regulacji objetosci krwi,
ci$nienia tetniczego oraz funkcji sercowo-naczyniowych (Rigat i wsp., 1990; Tanriverdi
I wsp., 2005). Regulacja wymienionych powyzej parametrow i funkcji
za posrednictwem enzymu ACE jest wielokierunkowa i dla przyktadu, w przypadku
ci$nienia krwi obejmuje ona zaréwno wptyw angiotensyny II, ktéra wywotuje silny
skurcz migéniowki drobnych naczyn krwiono$nych i znaczaco podnosi cis$nienie
tetnicze krwi, jak rowniez udziat ACE jako kininazy II ukladu kalikreinowo-
kininowego (KKS, z ang. kallikrein-kinin system), katalizujgcego inaktywacje

bradykininy — czynnika obnizajacego cisnienie krwi (Kem i Brown, 1990).

Prowadzone do tej pory badania pozwolily na wyrdznienie dwoch rodzajow
uktadu RAS, tzw. systemowego, zaleznego gtownie od aktywnosci nerkowego aparatu
przyklebuszkowego, oraz tkankowego, ktory obecny jest w osrodkowym ukladzie
nerwowym, nerkach, sercu, $§rodblonku naczyniowym i wielu innych narzadach
(Kremer i Weisshaar, 2016). Aktywnos¢ systemowego ukladu renina-angiotensyna
zalezna jest od wolemii i ci$nienia perfuzyjnego nerek (Rysunek 5). Zmniejszony
przeplyw krwi przez nerki (np. na skutek spadku cis$nienia tetniczego czy zubozenia
ustroju w sod) lub aktywacja uktadu sympatycznego powoduja pobudzenie aparatu
przyktebuszkowego (Kem i Brown, 1990). Uwalniana przez ziarniste komorki $ciany
tetniczki  doprowadzajacej krew do kigbuszka nerkowego renina (zwana
angiotensynazg), katalizuje zachodzaca w watrobie przemiang biatkowego
angiotensynogenu (inaczej a2-globuliny) do dekapeptydu - angiotensyny | (ang-1-10).
Majaca miejsce w plucach i katalizowana przez konwertaze angiotensyny (ACE)
reakcja rozpadu nieaktywnej fizjologicznie angiotensyny | prowadzi z Kkolei
do powstania angiotensyny Il (ang-1-8) (Sonna i wsp., 2001, Rysunek 4). Konwertaza
angiotensyny katalizuje rowniez rozklad innych Dbiologicznych aktywnych
polipeptydéw, odpowiedzialnych za rozszerzenie naczyn krwionosnych, np.

bradykininy (Kem i Brown, 1990).
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Rysunek 4. Model molekularny angiotensyny II (Zrédlo:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/e/ed/Angiotensins_I_and_Il_comparison.png,
zmodyfikowano)

Angiotensyna Il jest oktapeptydem o wielokierunkowym dzialaniu,
powodujacym miedzy innymi silny skurcz migsnidowki drobnych naczyn krwionos$nych
i zwigkszenie oporu naczyniowego, co w konsekwencji powoduje podniesienie
cisnienia krwi. Dzieje si¢ to przede wszystkim za sprawa dwoch mechanizméw:
stymulacji przez angiotensyne II kory nadnerczy do uwalniania aldosteronu, ktory jest
z kolei sygnatem zwrotnym dla nerek do zwigkszenia retencji sodu i pltyndéw, a takze
stymulacji podwzgoérza do zwickszonego uwalniania wazopresyny, majacej wplyw
na rozmiary zwrotnego wchlaniania ptynow z przesaczu kiebkowego (moczu
pierwotnego) w cewkach nerkowych (Dzau i Gibbons, 1988; Klahr i Morrissey, 2000;
Schnermann i Briggs, 1999). Dodatkowo angiotensyna Il powoduje zwickszenie sity
skurczu 1 skrocenie czasu trwania skurczu migSnia sercowego, zmniejszenie
wydzielania tlenku azotu (jednego z czynnikdw powodujacych rozkurcz naczyn
krwiono$nych) oraz stymulacj¢ ukladu sympatycznego (Kem i Brown, 1990),
odpowiedzialnego miedzy innymi za zwigkszone dostawy glukozy do mig$ni 1 mozgu
przez rozklad glikogenu w watrobie, reakcje ,,walcz albo uciekaj”, zwigkszenie skurczu
migséni gladkich, rozkurcz mig$nia ,,wypychacza” moczu i jednoczesny skurcz migs$nia
zwieracza cewki, rozszerzenie migéni oskrzeli w ptucach (Sokotowska-Pituchowa
I wsp., 2008). Warto w tym miejscu wspomniec takze o roli systemowego uktadu RAS,
jako istotnego mechanizmu czuwajacego nad homeostaza wodno-elektrolitows (Scisle
zwigzang z regulacja ci$nienia tetniczego) i kwasowo-zasadowa organizmu (Audoly

I wsp., 2000; Cervenka i wsp., 1999).

W odréznieniu od systemowego ukladu RAS, znacznie mniej poznana jest
funkcja 1 regulacja tzw. tkankowych ukladow RAS (Dragovic i wsp., 1996).
Wystepowanie poszczegolnych ogniw uktadu renina-angiotensyna w nerkach, sercu,

naczyniach krwiono$nych czy moézgu nie budzi juz zadnych watpliwosci. W oparciu
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o wyniki wielu badan przyjmuje si¢, ze dziatanie lokalnych (tkankowych) uktadow
RAS ograniczone jest do komorek wytwarzajacych poszczegélne ogniwa tego uktadu

(tj. reniny, angiotensyny, konwertazy) lub komorek sgsiadujgcych (Ficek i wsp., 2002).

Poziom plazmatycznego ACE u poszczegdlnych osobnikow jest relatywnie
staty, co potwierdzaja pomiary dokonywane kilkakrotnie u tych samych osobnikéw
(Alhenc-Gelas i wsp., 1991). Z drugiej jednak strony pomiary poziomu plazmatycznego
ACE przeprowadzone pomiedzy poszczegdlnymi osobnikami jednoznacznie wskazujg
na znaczace réznice miedzyosobnicze. Powyzszy fakt wskazuje na silng
dlugoterminowa kontrol¢ poziomu plazmatycznego ACE, majacg prawdopodobnie
podtoze genetyczne. Przypuszczenia te potwierdzily badania oparte na obserwacjach
poziomu ACE rodzicow i ich potomstwa (Cambien i wsp., 1988). Dwa lata p6zniej
Rigat 1 wspotautorzy (1990) opublikowali prace poswigcong genetycznym
uwarunkowaniom poziomu plazmatycznego ACE, w ktérej jednoznacznie wskazali
na silng wspotzalezno$¢ pomiedzy st¢zeniem enzymu ACE, a polimorfizmem 1D

wystepujacego w genie ACE.

Bedacy najczestszym  przedmiotem badan dotyczacych predyspozycji
sportowych polimorfizm insercyjno-delecyjny (ID) w genie ACE polega na insercji
lub delecji 287 par zasad repetytywnej sekwencji Alu w intronie 16 (Rigat i wsp. 1990).
Badania prowadzone przez wiele o$rodkow naukowych (Malik i wsp., 1997; Navis
I wsp., 1999; Rigat i wsp., 1990) potwierdzajg, ze obecnos¢ genotypu DD warunkuje
wyzszg osoczowg aktywnos¢ enzymu ACE, co kojarzone jest z kolei z wysokimi
wartosciami ci$nienia tetniczego krwi (Rysunek 5). Wyzszg aktywno$¢ osoczowa ACE
u homozygot DD potwierdzity takze badania innych autoréw (Ferrario, 1998; Ha i wsp.,
2000; Sonna i wsp., 2001). W poréwnaniu do genotypu Il genotyp DD charakteryzuje
si¢ zwigkszong 0 blisko 60% aktywnoscia enzymu ACE, za$ genotyp ID posrednim
poziomem ACE (Malik i wsp., 1997; Navis i wsp., 1999).
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Rysunek 5. Rola enzymu ACE w ukladzie Renina-Angiotensyna (zZrédlo: Mayne, 2006, zmodyfikowano)
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1.3.1.3. Potencjalne znaczenie badan genu ACE w sporcie

Polimorfizm insercyjno-delecyjny genu ACE od poczatku jego odkrycia byt
przedmiotem wiclu badan z zakresu medycyny, dotyczacych mig¢dzy innymi jego
zwigzku z cukrzycg (Azar i wsp., 2001; Taniwaki i wsp., 2001), chorobg Alzheimera
(Narain i wsp., 2000; Sleegers i wsp., 2005) i wieloma chorobami uktadu krgzenia
(Arca i wsp., 1998; Cambien, 1994; Hosoi i wsp., 1996; Raynolds i Perryman, 1995).

Potwierdzona kluczowa rola genu ACE dla ogdlnego funkcjonowania organizmu
ludzkiego sklonita naukowcoOw do rozpoczecia prac majacych na celu ustalenie jego
potencjalnego wplywu na osiggnigcia sportowe. Warto wspomnie¢, ze ACE jest
pierwszym genem badanym w konteks$cie predyspozycji sportowych (Myerson i wsp.,
1999, Gayagay i wsp., 1998). Chociaz od pierwszych prac poswigconych zwigzkowi
genu ACE z predyspozycjami sportowymi mingty juz ponad dwie dekady, gen ten wcigz

wzbudza spore zainteresowanie badaczy.

Jak juz wspomniano wczes$niej, w konteks$cie predyspozycji sportowych
najcze$ciej badany jest polimorfizm insercyjno-delecyjny (stad allele | oraz D),
w zwigzku z ktorym wyrdzni¢ mozna trzy genotypy: Il, ID i DD. Prowadzone do tej
pory badania potwierdzity, ze obecnos¢ genotypu DD genu ACE warunkuje wyzsza
osoczowg aktywno$¢ enzymu ACE, co jest z kolei kojarzone z wysokimi warto$ciami
cisnienia tetniczego krwi (Malik i wsp., 1997; Navis i wsp., 1999; Sonna i wsp., 2001).
Wskazano takze na silny zwigzek genotypu DD z innymi istotnymi ze sportowego
punktu widzenia cechami, np. predyspozycja do hipertrofii lewej komory serca (lwai
i wsp., 1994; Maitikuerban i wsp., 2019), hipertrofig tkanki migesniowej (Rieder i wsp.,
1999) i zwigzanym z tym zwigkszeniem sily i szybkosci skurczu mig$niowego (Folland
I wsp., 2000). Wnioski te potwierdzajg badania z wykorzystaniem biopsji migsniowe;j,
wskazujace na silng korelacje wysokiej proporcji wiokien szybkokurczliwych typu 11
i 11b z genotypem DD (B. Zhang i wsp., 2003). Majac na uwadze, ze u czotowych
zawodnikow reprezentujacych dyscypliny szybko$ciowo-sitowe odsetek wlokien
szybkokurczliwych II 1 IIb wynosi okoto 80%, w stosunku do 20% wykazanych
u sportowcow z dyscyplin wytrzymatoSciowych (Rattigan i wsp., 1996), przypuszczac
mozna, ze to wilasnie genotyp DD w najwickszym stopniu predysponuje

do wykonywania krotkotrwatych wysitkow o wysokiej intensywnosci.
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Dalszych bardzo cennych informacji dotyczacych potencjalnego przetozenia
genotypu DD na osiaggnigcia sportowe w tzw. sportach szybkos$ciowo-sitowych
dostarczajg takze inne badania. Jednym z parametrow kojarzonych z predyspozycjami
do wysitkow beztlenowych jest grubos$¢ Sciany lewej komory serca.
W przeprowadzonym przez Montgomery’ego 1 wsp. (1997) eksperymencie,
polegajacym na realizacji w$rod wojskowych 10-tygodniowego treningu wykazano, ze
osoby z genotypem DD i ID uzyskiwatly wigkszy przyrost masy lewej komory serca niz

osoby z genotypem I1.

Folland i wspotautorzy (2000) przeprowadzili eksperyment polegajacy
na realizacji 9-tygodniowego treningu sitowego migénia czworoglowego wsrod 33
me¢zezyzn. We wnioskach koncowych wskazano na istotng statystycznie korelacje
pomiedzy allelem D a zwigkszonymi przyrostami sity w odpowiedzi na prowadzony
trening izometryczny. Z kolei (Giaccaglia i wsp., 2008) po realizacji 18-miesi¢cznego
treningu kulturystycznego wsrdd starszych kobiet 1 mezczyzn stwierdzili, ze objete
badaniem osoby z genotypem DD osiaggaly wyzsze przyrosty sity mig$ni prostownikoéw

kolana w poréwnaniu z osobami z genotypem I1.

Wyzsze przyrosty sily migéniowej o0sOb posiadajacych genotyp DD
pod wpltywem 6-tygodniowego treningu sitowego wykazal takze Colakoglu
i wspoétautorzy (2005). Z kolei w przypadku badan dotyczacych genotypu DD
w kontekScie szybkosci, warto wspomnie¢ o pracy Cam i wspotautorow (2007).
Realizowany przez niego eksperyment objal 55 tureckich lekkoatletek, z ktorymi,
w okresie 6 tygodni (z czgstotliwoscig 3 razy w tygodniu po 30 minut), realizowano
trening biegowy w zakresie 70-90% HRmax. Uzyskane w toku tych badan rezultaty
jednoznacznie wskazaly na wigksze predyspozycje do wykonywania krotkotrwatych
wysitkow o duzej intensywnosci u kobiet posiadajgcych genotyp DD, w poréwnaniu
z lekkoatletkami posiadajagcymi genotyp Il. Z kolei zwigkszone przyrosty sity
dynamicznej konczyny gornej u oséb z allelem D w odpowiedzi na 12-tygodniowy

trening wykazat w swojej pracy Pescatello i wspotautorzy (2006).

Potwierdzeniem stuszno$ci hipotezy dotyczacej zwiazku genotypu DD
z predyspozycjami do wykonywania krotkotrwatych wysitkow beztlenowych moze by¢
takze szereg prac, w ktorych przedstawiono wyniki badan $wiatowej klasy

przedstawicieli sportow szybko$ciowo-sitowych. Wystarczy chociazby wspomniec
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prace poswiecone ptywakom (Costa i wsp., 2009a; Nazarov i wsp., 2001; Woods i wsp.,
2001) oraz lekkoatletom (Myerson i wsp., 1999). W powyzszych publikacjach
dowiedziono, iz allel D wystepuje czesciej w grupie sportowcow rywalizujgcych
na dystansach sprinterskich, a z kolei w grupie $redniodystansowcoOw zaznacza si¢

przewaga allelu I.

Z drugiej strony istniejg liczne doniesienia potwierdzajace zwiazki allelu I
I genotypu Il z predyspozycjami do uprawiania sportow wytrzymatosciowych.
Potwierdzono bowiem szereg dodatnich korelacji pomiedzy genotypem Il a wieloma
istotnymi ze sportowego punktu widzenia cechami, chociazby takimi jak zwiekszona
wytrzymato$¢ migsniowa i efektywnos¢ kurczenia si¢ migsni (Williams i wsp., 2000).
Doniesienia te wydaja si¢ by¢ posrednio potwierdzane przez wskazany w pracy Zhang’a
1 wspolautorow (2003) zwigzek pomiedzy genotypem Il a zwiekszong proporcja
wolnokurczliwych wtokien migsniowych typu I. Dalszych dowodow na zwigkszong
efektywnos¢ pracy miesni szkieletowych w czasie wysitkéw tlenowych u 0sob z allelem
| dostarcza praca Zhan’a i wspotautorow z 2008 roku. W tescie przeprowadzonym na
cykloergometrze rowerowym wykazano korelacje pomi¢dzy dluzszym czasem trwania

1 zwigkszong efektywnos$cig pracy mig$ni w warunkach tlenowych.

Wskaznik VOzmax obrazuje najwyzszy poziom zuzycia tlenu podczas
maksymalnie intensywnego wysitku. Odzwierciedla on sprawno$¢ danej osoby
w kontekscie wydolnosci tlenowej 1 jest uznawany za miedzynarodowy standard
wydolnosci fizycznej (Rankovi¢ i wsp., 2010). Podejrzewa¢ mozna, iz jest on
powiazany z genotypem ACE. W badaniach genomowych nie udato si¢ jednak znalez¢
powigzania pomiedzy regionem na chromosomie, w ktérym znajduje si¢ gen ACE
z VOomax (Maier-Lenz i wsp., 2000). Strategic z wykorzystaniem genow
kandydujacych wykorzystali inni badacze. Sonna i wspoétautorzy (2001) oraz Jones
I wspotautorzy (2002) wskazuja na brak powigzania pomigdzy genotypem ACE

a wskaznikiem VO2max.

Z kolei Hagberg i wspotautorzy (1998), wykazali zwiazek allelu | genu ACE
z poziomem maksymalnego pochlaniania tlenu (VOa2max) w grupie Kkobiet
po menopauzie. Sposrod objetych badaniami wyzszy poziom VOzmax, ale takze

1 lepszy rezultat w tescie biegowym na 5 1 10 km, uzyskiwaty kobiety z genotypem I,
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kolejno przed kobietami z genotypem ID i DD. Wyniki pokazuja jak pte¢ i wiek

koreluja z wplywem gendéw na genotyp.

Warto w tym miejscu wspomnie¢ takze o pozostalych badaniach
potwierdzajacych zwigzek genotypu Il genu ACE z innymi, istotnymi ze sportowego
punktu widzenia, cechami funkcjonalnymi organizmu. Defoor i wspotautorzy (2006)
wykazali wigksza poprawe wydolnosci tlenowej w odpowiedzi na trening pacjentéw
z chorobg wiencows i genotypem |1, w poréwnaniu do pacjentow z genotypem ID i DD.
Analogiczne badania eksperymentalne ujawnity takze wspotzalezno$¢ genotypu Il genu
ACE ze zwickszong, w odniesieniu do osob z genotypem ID i DD, potreningowg
poprawg parametrow pracy uktadu oddechowego i serca (Hagberg i wsp., 1998; Patel
i wsp., 2003).

W literaturze przedmiotu natkng¢ mozna si¢ takze na prace wielu autoréow
swiadczace o istotnej roli i znaczeniu genotypu Il w sporcie, ktore oparte sa
na badaniach przeprowadzonych ws$réd czotowych przedstawicieli sportow
wytrzymato§ciowych, m.in.: Gayagay i wspotautorzy (1998), Myerson i wspotautorzy
(1999), Alvarez i wspotautorzy (2000) oraz Jones i wspotautorzy (2002).

Jak zatem ma si¢ genotyp II do osiggania wysokich wynikow sportowych? Juz
Montgomery i wspotautorzy (1998) pod koniec ubiegltego wieku wykazat zwigkszong
zdolno$¢ do wykonywania dtugotrwatych wysitkow wsrod rekrutow brytyjskiej armii

posiadajacych genotyp II.

Zalezno$¢ pomigdzy wynikiem sportowym a genotypem najlatwiej odnalezé
w dyscyplinach o pracy cyklicznej, gdzie nie wystepuje bezposredni kontakt
z przeciwnikiem 1 nie wptywa on na wynik rywalizacji. Taka dyscypling jest bieganie.
Wykazano istotny wzrost czestotliwosci wystgpowania allelu | w genotypie danego
zawodnika wraz z rosngcym dystansem, na ktérym rywalizowali zawodnicy (Myerson
I wsp., 1999). Do podobnych wnioskow doszedt Min i wspotautorzy (2009) wykazujac
podobng zaleznos¢, ale tylko u zawodnikow ptci meskiej. Wptyw genotypu ACE 1/D
na wynik sportowy zostal rowniez opisany wsréd maratonczykoéw. Zaobserwowano
wieksza czestotliwo$¢ wystepowania allelu | wsrdéd biegaczy plasujacych sig
na miejscach od 1 do 150 (Hruskovicova i wsp., 2006). Co ciekawe i dosy¢

kontrowersyjne, w populacji Kenijczykdow, uznawanych za czolowych biegaczy
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na $rednich i dlugich dystansach, zalezno$¢ pomiedzy genotypem ACE ID a statusem
elitarnego biegacza nie zostata wykazana (Scott i wsp., 2005).

Jednym ze sportow wytrzymatosciowych, znajdujacych si¢ w programie igrzysk
olimpijskich jest wioslarstwo. W badaniach przeprowadzonych na grupie wybitnych
wioslarzy z populacji polskiej dowiedziono zwigzek pomigdzy obecno$cig allelu |
w genotypie zawodnika a osigganymi wynikami (Cigszczyk i wsp., 2009). Podobne
wnioski uzyskano badajac australijskich wioslarzy dtugodystansowych. Dowiedziono
czestsze wystepowanie allelu | oraz genotypu Il, ktéry to predysponuje do bardziej
ekonomicznej pracy serca (Gayagay i wsp., 1998).W opozycji stoja dane uzyskane
przez Muniesa i wspotautorow (2010), ktory to wskazuje na mniejszg czestotliwosé
wystepowania genotypu |1, na korzy$¢ genotypu DD wsrod przedstawicieli wioslarstwa.
Jednocze$nie zwracajac uwage na charakterystyke wioslarstwa, w ktorym sita odgrywa
rowniez znaczacg role, uniemozliwiajac klasyfikacje tego sportu jako czysto

wytrzymato$ciowego.

Bazujac na dostepnej literaturze, podobne podejscie nalezatoby zastosowaé
do Kkolarstwa. Jakby si¢ moglo wydawaé, jest ono typowym sportem
wytrzymato$ciowym, jednakze profesjonalne Kkolarstwo w ostatnich latach
przeksztalcito si¢ w sport zorientowany na moc, przynajmniej w zakresie najbardziej
determinujgcych faz zawodow, takich jak wspinaczki gorskie i préby czasowe. Stad tez
czgstsze wystepowanie genotypu DD w grupie elitarnych kolarzy moze mie¢ swoje
uzasadnienie (Lucia i wsp., 2005).

Ptywanie jest sportem, w ktérym rywalizacja odbywa si¢ na roéznych
dystansach. Mozemy wyr6zni¢ wyscigi sprinterskie, jak 1 typowo wytrzymatosciowe.
Czas wykonywanego wysitku bedzie mial wplyw na procesy bioenergetyczne
zachodzace w organizmie — procesy anaerobowe lub aerobowe. Wsrdd badaczy nie ma
jednak jednoglosnego stanowiska odnosnie podziatu i przyporzadkowania konkurencji.
Niektorzy definiujg typ wysitku na podstawie jego czasu trwania (Nazarov i wsp.,
2001), inni na podstawie pokonywanego dystansu (Costa i wsp., 2009a; Tsianos i wsp.,
2004; Woods i wsp., 2001). Dowiedziono zwigkszong czgstotliwos¢ wystepowania
allelu D wsrod ptywakow na krotkich dystansach (Costa i wsp., 2009a; Woods i wsp.,
2001). Niektorzy autorzy wskazuja z kolei na istotne znaczenie allelu | w wys$cigach
na $rednich i dtugich dystansach (Grenda i wsp., 2014; Tsianos i wsp., 2004; G. Wang

I wsp., 2013). Jednakze tutaj badania dostarczaja przeciwstawnych informacji. Wang
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i wspotautorzy (2013) wskazali na zwigzek zarowno allelu I, jak i D z wyscigami

sprinterskimi, w zalezno$ci od badanej populacji.

1.3.2. Charakterystyka genu ACTN3

1.3.2.1. Budowa i lokalizacja na chromosomie

Gen a-aktyniny 3 (ACTN3) powstal na bazie duplikacji z genu wyjsciowego
(tzw. z ang. ancestral sarcomeric actinin) okoto 300 milionow lat temu (Lek i wsp.,
2010; Yang i wsp., 2003). ACTN3 ma swoj locus na chromosomie 11, w pozycji 11q
13.2 (Rysunek 6). Sktada si¢ z okoto 16407 par zasad i ztozony jest z 21 egzondw i 16
introndw. W przypadku ludzi homologiem genu ACTN3 jest gen ACTN2 (Lek i wsp.,
2010; Mills, 2001). Pozbawiony nickodujacych intronow transkrypt mRNA genu
ACTNS sktada si¢ z 2858 nukleotydow, kodujacych biatko a-aktnining-3, ztozone z 901

aminokwasow.
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Rysunek 6. Lokalizacja genu ACTN3 na chromosomie 11 (locus w pozycji 11913.2) (zrédtloe:
https://ghr.nlm.nih.gov/gene/ACTN3)

Wedlug bazy NCBI w genie ACTN3 wskazano na obecno$¢ 181 miejsc
polimorficznych, w tym przypadku wylacznie mutacji punktowych (typu SNP),
polegajacych na zmianie pojedynczych nukleotydow (np. G2350A, C4656T).
W kontekscie predyspozycji sportowych najczesciej wskazywany jest polimorfizm
R577X (Arg577Stop), ktéry polega na transwersji 1747C>T w obrebie egzonu 16.
W wyniku tej mutacji, zamiast kodonu dla argininy (allel R) pojawia si¢ kodon stop
(allel X), co powoduje powstanie krotszego biatka (North, 2008, Rysunek 7).
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Rysunek 7. Chromosom 11 oraz polimorfizm genu ACTN3 typu SNP R577X w egzonie 16 (zrédlo: Mayne,
2006)

Mozliwe sg zatem trzy genotypy: RR, RX i XX. W poréwnaniu do genotypow
RR i RX, osoby posiadajace genotyp XX nie sg zdolne do prawidlowej produkcji biatka
a-aktyniny 3. Szacuje si¢, ze mutacja R577X genu a-aktyniny 3 u ludzi po raz pierwszy
wystapita okoto 40-60 tysigcy lat temu. Obecnie jest ona szeroko rozpowszechniona
I wystepuje u ponad miliarda ludzi, przy czym rozktad czgstosci genotypow XX genu
ACTNS3 rézni sie w zaleznos$ci od rasy ludzkiej, od 25% u rasy zoéttej, przez okoto 18%
u rasy bialej, do okoto 1% u niektorych plemion rasy czarnej (Lek i wsp., 2010; Mills,
2001; Yang i wsp., 2003).

1.3.2.2. Charakterystyka funkcjonalna genu ACTN3

Alfa-aktyniny naleza do rodziny bialek wigzacych filamenty aktynowe i sg
jednymi z podstawowych sktadnikow budujacych cytoszkielet komérkowy (Blanchard
I wsp., 1989). U ludzi wystgpuja cztery rodzaje a-aktynin, a mianowicie a-aktynina 1,
a-aktynina 2, a-aktynina 3 i a-aktynina 4. W wyniku ewolucji, genetycznej duplikacji
1 alternatywnego ,,splicingu” doszto do znacznych roznic funkcjonalnych w tej rodzinie

biatek. Roznice te sg najbardziej widoczne u ssakow, u ktorych produktem ekspres;ji

40



czterech gendéw kodujacych a-aktyniny jest co najmniej 6 réznych biatek, odmiennych
zardwno pod wzgledem ekspresji w poszczegolnych tkankach, jak i petnionych w nich
funkcjach (Beggs i wsp., 1992; Honda i wsp., 1998; Mills, 2001). Na podstawie
wilasciwo$ci biochemicznych, wzorcow ekspresji i miejsca wystgpowania, wszystkie
a-aktyniny podzieli¢ mozna na dwie podgrupy: izoformy cytoszkieletu niemig¢sniowego
(o-aktynina 1 i a-aktynina 4) oraz izoformy sarkomeru mig¢$niowego (kodowana przez
gen ACTN2 biatko a- aktynina 2 i kodowana przez gen ACTN3 biatko a- aktynina 3)
(MacArthur i North, 2004).

Wystepujace w migsniach biatko a-aktynina 2 jest powszechnym komponentem
cytoszkieletu komoérkowego, wystepujacym we wszystkich rodzajach wlokien
mig$niowych, mie$niu sercowym, a nawet mozgu (Lek i wsp., 2010). Z kolei gen
ACTNS3 ulega ekspresji wylacznie w szybkokurczliwych glikolitycznych witdknach typu
Il (Clarkson i wsp., 2005a), w szczegolnosci w wioknach typu IIb (Vincent i wsp.,
2007).

Alfa-aktynina 3 jest biatkiem silnie konserwatywnym ewolucyjnie i wchodzi
w sktad btonek Z ograniczajacych jedne sarkomery od drugich (Rysunek 8). W samych
sarkomerach mig¢$niowych mozna wyszczegdlni¢ dwie glowne funkcje spelniane przez
a-aktyning 3. Przede wszystkim, w potaczeniu z filamentami aktynowymi a-aktynina 3
utrzymuje struktur¢ wewnetrzng miofibryli oraz uczestniczy w koordynacji ich skurczu
(Yang i wsp., 2003). Uwaza si¢ takze, ze a-aktynina 3 pelni funkcje polegajaca
na minimalizacji uszkodzen sarkomeru, mogacych powsta¢ na skutek ekscentrycznych
skurczow migséni, poprzez absorbcje lub przenoszenie sity na prazki Z w czasie skurczu
(MacArthur i North, 2004).
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Rysunek 8. Lokalizacja i struktura sarkomerowej a-aktyniny (zrédlo: MacArthur i North, 2004,
zmodyfikowano)

Niezaleznie od strukturalnej i mechanicznej roli petnionej przez a-aktyniny
w sarkomerach, przypuszcza si¢ takze, ze biatka te poprzez interakcje z innymi
rodzajami biatek pelnig istotng role¢ regulacyjng i koordynacyjng skurczu mig$niowego.
Odbywa si¢ to m.in. przez oddzialywanie a-aktyniny z licznymi biatkami sygnatowymi,
receptorami membranowymi i kanalikami jonowymi (np. receptor adenozyny Aza,
receptor glutaminianu NMDA, kanaliki wapniowe typu L czy kanaliki potasowe Kv1.4
i Kv1.5) (Burguefio i wsp., 2003; Cukovic i wsp., 2001; Dunah i wsp., 2000; Sadeghi
I wsp., 2002).

Sugeruje si¢ takze, ze a-aktyniny odgrywajg istotng role w rdéznicowaniu typow
wiokien mig$niowych 1 hipertrofii mig$niowej poprzez interakcje z jonami Ca2+

i kalcineuryng (MacArthur i North, 2004; Vincent i wsp., 2007).

Wskazywano takze na interakcje zachodzace pomiedzy a-aktyninami
a szeregiem enzymdéw metabolicznych (fosforylazg glikogenowsa, fruktozo-1,6-
difosforanem czy enzymami z grypy aldolaz) (Chowrashi i wsp., 2002; Rakus i wsp.,
2003). Chociaz rola i znaczenie tego typu potaczen dla metabolizmu komoérkowego jest
wcigz niepotwierdzona (MacArthur i North, 2004), znane s3 mechanizmy regulacji
enzymatycznej wynikajace z wigzania enzymoOw metabolicznych z biatkami
cytoszkieletu (Masters, 1984), co moze posrednio wskazywaé na istotng role polgczen

a-aktynin i enzymow metabolicznych dla metabolizmu.

42



Podsumowujac, biatkowy produkt ekspresji genu ACTN3 jest istotny dla
prawidlowe;j struktury i funkcji migénia (Rysunek 9). Potwierdzono takze istotny wplyw
a-aktyniny 3 na parametry pracy migsniowej (w szczegdlnoSci zwigkszong site
1 szybko$¢ kurczenia si¢ wiokien miesniowych podczas wykonywania wysitkow
beztlenowych) (Yang i wsp., 2003). Jak wspomniano juz wcze$niej, powszechnie
wystepujaca w populacji ludzkiej mutacja R577X (Arg577Stop) powoduje powstanie
krétszego biatka, poniewaz na skutek transwersji C w T zamiast kodonu dla argininy
(allel prawidtowy okre$la si¢ jako R) pojawia si¢ kodon stop (allel zmutowany X).
Szacuje si¢, ze genotyp XX genu ACTN3 wystepuje u ponad miliarda os6b na catym
swiecie (Yang i wsp., 2009). Homozygoty posiadajace dwie uszkodzone kopie genu
(XX) nie sg zdolne do produkcji prawidtowego biatka a-aktyniny 3, co potencjalnie
moze uposledza¢ funkcje wtokien szybkokurczliwych, aczkolwiek jak dotad u osob XX
nie stwierdzono dostrzegalnych zaburzen fenotypowych w budowie migsni (MacArthur
i North, 2004). Ttumaczy si¢ to mozliwoscig kompensacji straty funkcji biatka ACTN3
przez aktywnie dziatajace biatko ACTN2 (Mills, 2001). Przypuszczenia te potwierdzaja
posrednio podobienstwa pomiedzy genami ACTN2 i ACTN3 (sa one identyczne w 80%
I podobne w 90%) (Mills, 2001). Takze biatko kodowane przez te oba geny sktada sig
z heterodimerdéw, co moze sugerowa¢ podobienstwa strukturalne i brak istotnych réznic
funkcjonalnych pomiedzy tymi dwoma izoformami mig¢éniowych a-aktynin (Chan
I wsp., 1998). Co wigcej, ekspresja genu ACTN2 w ludzkich migsniach w duzej czgsci
,hadpisuje” produkty genu ACTN3 (Beggs i wsp., 1992).

Jak juz wskazano powyzej, brak pelnej formy biatka kodowanego przez ACTN3
nie powoduje widocznych fenotypowych zaburzen pracy mig$nia. Wrecz przeciwnie,
prawdopodobng ,.korzyscia” wynikajaca z utraty a-aktyniny 3 moze by¢ efektywniejszy
metabolizm tlenowy w mieg$niach, kosztem utraty czesci sily (przeprogramowanie
metabolizmu migéniowego w kierunku bardziej efektywnych $ciezek metabolizmu

tlenowego) (MacArthur i North, 2004).
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Rysunek 9. Rola genu ACTN3 w mig¢$niach szkieletowych (zrédlo: Mayne, 2006, zmodyfikowano)

1.3.2.3. Potencjalna znaczenie badan wariantow genu ACTN3 w sporcie

Gen ACTNS3 budzi duze nadzieje w kontek$cie wykorzystania analiz z jego
udziatem do poszukiwania talentow sportowych — zostal on okrzyknigty przez
naukowcow ,,genem szybkosci” (Berman i North, 2010; Chan i wsp., 2008; MacArthur
i North, 2004). Dowiedziono jego zwigzku z osiggnieciami szybkosciowymi (Yang
I wsp., 2003), jak i sitowymi (Clarkson i wsp., 2005a).

Wiekszo$¢ analiz dotyczacych polimorfizmu ACTN3 R577X w sporcie skupia
si¢ na badaniu sportowcow prezentujacych dyscypliny szybkos$ciowo-sitowe (z ang.
power-oriented sports) lub wytrzymatosciowe (z ang. endurance sports). Dyscypliny
szybko$ciowo-sitowe charakteryzuja si¢ wykonywaniem maksymalnych wysitkéw

w jak najkrotszym czasie. Energia podczas takich wysitkow pochodzi gltéwnie z ATP,
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fosfokreatyny, ale réwniez z reakcji miokinazowej i glikolizy beztlenowej (Gorski,
2011). Dyscypliny wytrzymalosciowe to takie, w ktorych odbywa si¢ dlugotrwata praca
o umiarkowanej lub wysokiej intensywnosci. Najwicksze znaczenie przy zaopatrywaniu

mieg$ni w energi¢ majg w tym przypadku procesy utleniania.

Wiele badan wskazuje, iz czegstos¢ wystepowania genotypu XX oraz allelu X
(ktorego obecnosé skutkuje nie powstawaniem funkcjonalnego biatka a-aktyniny 3) jest
znacznie mniejsza w grupie sportowcow reprezentujacych dyscypliny szybkosciowo-
sifowe w pordwnaniu do sportowcow dyscyplin wytrzymatosciowych czy grupy
kontrolnej (H. Kim i wsp., 2014; Yang i wsp., 2003). Nalezy dodaé, ze efekt
wzmacniajacy genu ACTN3 odznacza si¢ glownie u zawodnikéw prezentujacych
najwyzszy poziom sportowy (z ang. elite), tzn. medalistow olimpijskich, medalistow

mistrzostw $wiata czy mistrzostw kontynentalnych (Druzhevskaya i wsp., 2008).

Po raz pierwszy dowodéw na to, ze polimorfizm ACTN3 R577X, a doktadnie
obecnos¢ allelu R wptywa na wyniki w sprincie dostarczyt Yang 1 wspoétautorzy w 2003
roku. Badania oparl na grupie liczacej 107 sportowcéw dyscyplin szybkosciowo-
sitowych, w sktad ktorej wehodzili sportowcey roznych dyscyplin sportowych, takich jak
biegi, ptywanie, judo, kolarstwo torowe oraz tyzwiarstwo. Wyniki badan wykazaty
zwigkszong czestotliwo$¢ wystepowania genotypu RR u najwyzszej klasy sprinterow
- zard6wno kobiet, jak 1 m¢zczyzn. Zasugerowano, ze taki genotyp ma korzystny wptyw
na parametry pracy miegsni szkieletowych w czasie wysitkow wymagajacych
generowania maksymalnych skurczow z duza czestotliwoscia, przez co zapewnia
»~przewage ewolucyjng” w tego rodzaju wysilkach. Dostrzezono réwniez istotnie
wigkszg czgstotliwo$¢é wystepowania allelu X wsrod przedstawicieli  sportow
wytrzymatosciowych. Pomimo, Ze testowana grupa byta heterogeniczna pod wzglgdem
dyscyplin sportowych 1 niezbyt liczna, to wyniki tej pracy daty podwaliny do dalszych

badan innych o$rodkow badawczych.

Hipoteza wskazujaca na to, iz polimorfizm genu ACTN3 R577X wplywa
na wynik sportowy zostata dotychczas sprawdzona na zawodnikach reprezentujacych

najrozniejsze dyscypliny sportowe. Liczba testowanych populacji ciagle ro$nie.

Wpltyw polimorfizmu R577X ACTN3 na eksplozywne wysitki zostal
potwierdzony w populacji rosyjskich sportowcéw rdéznych dyscyplin sportowych,

zarowno indywidualnych jak i druzynowych (Druzhevskaya i wsp., 2008). Wptywu
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polimorfizmu R577X ACTN3 na wyniki sportowe dowiedziono w populacji
amerykanskich zawodnikow sportow sitowych (Roth 1 wsp., 2008a), czy tez
w populacji izraelskich lekkoatletow (Eynon i wsp., 2009), a takze w populacji
rosyjskich tyzwiarzy szybkich (Ahmetov i wsp., 2011). Podobnych wnioskow
dostarczajg badania przeprowadzone na koreanskich sportowcach dyscyplin
szybkosciowo-sitowych (Kim i wsp., 2014), czy japonskich zapasnikach (Kikuchi
i wsp., 2013).

Podczas gdy zwigzek polimorfizmu R577X ACTN3 z wynikami w dyscyplinach
szybkosciowo-sitowych wydaje si¢, z uwagi na obszerng literature, bardzo
prawdopodobny - tak hipoteza o rzekomym zwigzku allelu X z osiggni¢ciami

o charakterze wytrzymato$ciowym nie ma tak jednoznacznego potwierdzenia.

Pierwsza praca, ktora wskazywata na takg zalezno$¢, byta wczedniej
wspomniana publikacja Yanga i wspotautorow (2003), gdzie odnotowano czestsze
wystepowanie allelu X w grupie sportowcdéw wytrzymatosciowych. Takiego zwigzku
doszukiwalo si¢ pozniej wiele zespotéw badawczych, wyciagajac przy tym rodzne,

czasami odmienne wnioski.

Jak zatem mozna odnie$¢ obecny stan badan dotyczacy polimorfizmu R577X
ACTN3 do licznych sukcesow afrykanskich biegaczy, ktorzy to dominujag w biegach
srednio- 1 dlugodystansowych, a takze przetajowych i ulicznych? Na przestrzeni
ostatnich lat procentowy udziat afrykanskich zawodnikow wsrod najlepszych biegaczy
znacznie si¢ zmienit. Wedlug danych, tylko 11% stanowig europejczycy, biegacze
pochodzacy z Afryki to az 85%, z czego 55% stanowig Kenijczycy (Larsen, 2003;
Wilber i Pitsiladis, 2012). Ponadto Etiopczycy oraz Kenijczycy, jako biegacze
na $rednich 1 dlugich dystansach, dzierza ponad 90% rekordow oraz zajmuja czotowe
miejsca w rankingach (Wilber i Pitsiladis, 2012). Dotychczasowe studia dotyczace
mitochondrialnego DNA oraz chromosomu Y 1 ich wptywu na osiggnigecia w biegach
dlugodystansowych afrykanskich biegaczy nie wspierajg hipotezy jakoby genetyka byla
podtozem roznic (de Lira i wsp., 2014). Podobnie prezentuja si¢ dane dotyczace
polimorfizmu R577X ACTN3. Okazuje si¢, iz obecnos$¢ allelu X u Nigeryjczykow
i Kenijczykéw jest ekstremalnie mata. U Nigeryjczykdw homozygoty XX nie

wystepuja, u Kenijczykow stanowig ok. 1%, a u Etiopczykow 11% populacji (Yang
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I wsp., 2007). Bardzo niska obecnos¢ allelu X wskazuje na to, iz brak a-aktyniny 3 nie

jest czynnikiem decydujacym o sukcesie sportowym afrykanskich biegaczy.

Niemalze identycznych informacji dostarczaja nam studia dotyczace innej
dyscypliny wytrzymatosciowej — triatlonu. Dowiedziono braku korelacji pomigdzy
wariantami R577X ACTN3 a wynikami w triatlonie typu Ironman (Saunders i wsp.,
2007). Dodatkowo Lucia 1 wspotautorzy (2006) wskazuje na brak zwigzku
polimorfizmu R577X ACTN3 z wynikami w kolarstwie.

Jak si¢ okazuje, wptyw polimorfizmu R577X ACTN3 nie musi dotyczy¢
bezposrednio wyniku sportowego. W grupie rekreacyjnych maratonczykow nie
dowiedziono jego wptywu na wynik sportowy, ale odnaleziono zwigzek z innymi
parametrami (Coso i wsp., 2019). Okazalo sig, iz nosiciele genotypu XX cechowali si¢
wickszym procentowym udzialem tkanki tluszczowej, lepsza elastyczno$cig oraz
wickszym grzbietowym zgigciem stopy. Zauwazono réwniez, ze biegacze XX
charakteryzowali si¢ mniejszg zdolno$cia do produkcji sity oraz mniejsza

beztluszczowa masg uda.

Ciekawym  obszarem badan genetycznych, =z uwagi na swoja
nieprzewidywalno$¢ oraz mieszang bioenergetyke, wydaja si¢ by¢ sporty druzynowe.
Tutaj wynik jest uzalezniony od przeciwnika, a tempo gry jest zmienne. Przyktadowo
pitka nozna wymaga intensywnych wysitkow o przerywanym charakterze. Przecigtny,
profesjonalny pitkarz pokonuje od 8 000 do 12 000 m podczas meczu. Duza cze$¢ tego
dystansu pokonywana jest marszem lub spokojnym biegiem, ale az do 20% przebytego
dystansu to sprint lub bieg na wysokiej intensywnos$ci — szczegolnie w decydujacych
momentach meczu (Bangsbo i wsp., 1991). Czes¢ autorow (Pimenta i wsp., 2012;
Santiago i wsp., 2008), wskazuje na genotyp RR jako przynoszacy korzy$¢ w pitce
noznej. Nosiciele genotypu RR maja przewage w sprincie na krotkim dystansie oraz
w tescie wyskoku (Pimenta i wsp., 2012). Jednakze liczne prace negujg takg zalezno$¢,
co wskazuje na potrzebe dalszych badan (Domanska-Senderowska i wsp., 2019;
Massidda i wsp., 2015).

Jak do tej pory powstalo kilka prac bazujacych na populacji polskiej. Dotycza
one zarowno dyscyplin szybkos$ciowo-sitowych, jak i wytrzymatosciowych. Badania
oparte na licznej grupie polskich sportowcow prezentujacych dyscypliny szybkosciowo-

sitowe, prowadzone przez Cigszczyka i wspotautorow (2011), wskazuja na wplyw
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polimorfizmu R577X ACTN3 na wynik sportowy. W grupie sprinteréw stwierdzono
mniejszg czgstotliwo§¢é wystgpowania allelu X w stosunku do grupy kontrolnej. Zespot
Cieszczyka 1 wspotautorow (2012) wykazal rowniez zwigzek polimorfizmu R577X
ACTNS3 ze statusem elitarnego wioslarza, wskazujac na allel R jako faworyzujacy do
osiggania sukcesow w tej dyscyplinie. Nie odnaleziono jednak zwigzku polimorfizmu
R577X ACTN3 ze statusem elitarnego ptywaka w populacji polskiej (Grenda i wsp.,
2014).

Maksymalny pobor tlenu VOz;max to wskaznik niezwykle istotny
w dyscyplinach wytrzymatosciowych. Zwigzek VOzmax z polimorfizmem R577X
ACTN3 badat zesp6t Holdys i wspotautorow (2011). Nie dowiedziono statystycznie
istotnego zwiazku, jednakze zaobserwowano trend wskazujacy na wyzsze wartosci

VO2max u nosicieli genotypow RR oraz RX.

Badania przeprowadzone na grupie 22 polskich pitkarzy wskazuja réwniez na to,
iz poziom ekspresji genu ACTN3 nie wptywa na sit¢ eksplozywng pitkarzy. Dwa testy
skocznosci: CMJ (z ang. countermovement jump) oraz SJ (z ang. squat jump) nie
wykazaly zwigzku z ekspresja genu ACTN3 w grupie pitkarzy (Domanska-Senderowska
I wsp., 2019). Z kolei inne zrodto (Orysiak i wsp., 2014) wskazuje na réznicg w CMJ
pomiedzy genotypami RR oraz XX, na korzy$¢ posiadaczy pierwszego wariantu,
a takze wyrazny wpltyw polimorfizmu na moc migsniowa i wyskok u nosicieli genotypu
RR. Niejednoznaczne wyniki osiggnigte w powyzszych badaniach wskazujg na potrzebe
dalszych analiz.

Niedawne doniesienia moéwig jednak, i1z spektrum dzialania polimorfizmu
R577X genu ACTN3 na funkcje migsni jest duzo szersze niz moglo si¢ wczesniej
wydawac¢. Jak dowodza liczne Zrédla, allel R moze wplywac¢ na adaptacje wywolana
treningiem, moze chroni¢ przed uszkodzeniami migéni spowodowanymi pracg
ekscentryczng oraz wptywac pozytywnie na ograniczenie kontuzji (Kim i wsp., 2014;

Pimenta i wsp., 2012; Silva i wsp., 2015).

Przez ostatnie parenascie lat wptyw komponentéw genetycznych na procesy
adaptacji zostal dosy¢ dobrze poznany i opisany (Bouchard, 2012; Bouchard i wsp.,
2011). Nie ulega watpliwosci, iz zarowno osiggnigcia sportowe (Guth i Roth, 2013), jak
I procesy adaptacyjne (Mann i wsp., 2014) sa uwarunkowane genetycznie.
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Do tej pory kilka prac wykazalo zwigzek polimorfizmu R577X ACTN3
z adaptacjg w treningu sitowym (Kikuchi i wsp., 2018; Roth i wsp., 2008b). Jednakze
wyniki we wszystkich badaniach nie sg zbiezne. Cz¢$¢ badan wskazuje na zwigzek
genotypu RR ze znacznym wzrostem sity lub mocy po wczesniej zaaplikowanym
treningu sitowym (Delmonico i wsp., 2007; Pereira i wsp., 2013b). Jedna praca
wskazuje na brak wpltywu polimorfizmu R577X ACTN3 na adaptacje treningowe
w treningu sitowym (Erskine i wsp., 2014), a inna wskazuje na poprawe jednego
maksymalnego powtorzenia u nosicieli allelu X w poréwnaniu do genotypéw RR
(Clarkson i wsp., 2005a). Réznica w wynikach moze by¢ spowodowana wyjsciowa
heterogeniczno$cig grup oraz rdznicg w stosowanych programach treningowych.
Jednakze, wskazana wcze$niej przewaga allelu R w sportach szybkos$ciowo-sitowych
moze wskazywac na to, iz to jednak nosiciele allelu R beda lepiej reagowac na trening
sity, szybkosci i mocy (Kikuchi i Nakazato, 2015). Przemawia¢ mogg za tym niektore
molekularne mechanizmy. Ahmetov i wspotautorzy (2014) wskazat na wyzszy poziom
testosteronu u zawodnikow, zarowno pici zenskiej, jak i meskiej posiadajacych allel R
w porownaniu do nosicieli genotypéw XX. Norman i wspotautorzy (2014) z kolei
wykazali, iz kinaza mTOR (tzw. ssaczy cel rapamycyny; mTOR) oraz kinaza p70S6k
wskazujg wigkszg aktywno$¢ u nosicieli allelu R w poréwnaniu z genotypem XX,
obserwowang pod wptywem treningu sprinterskiego. mTOR jest kinazg biatkowa, ktora
reguluje synteze biatka 1 wzrost komorek w odpowiedzi na czynniki wzrostu, sktadniki

odzywcze, poziomy energii i stres (Bockaert i Marin, 2015).

Polimorfizm R577X ACTN3 jest rowniez powigzany z potreningowymi
uszkodzeniami migséni. Jest to zwigzane ze strukturalng funkcjg bialka a-aktyniny 3,
ktore buduje rusztowanie sarkomeru. Wystepuje ono tylko w widknach szybko-
kurczliwych, a jego brak u homozygot XX kompensuje alfa-aktynina-2 (MacArthur
i wsp., 2007). Obydwie formy o-aktyniny kotwicza prazki Z znajdujace si¢
we wioknach migéniowych (Beggs i wsp., 1992). Prazki Z sa wrazliwe na prace
ekscentryczng migéni (Fridén i Lieber, 2001), a modele myszy z zablokowanymi
genami (z ang. knock-out mouse) pokazuja, iz sa mniej stabilne przy zwigkszonej
koncentracji a-aktyniny 2 (Seto i wsp., 2011). W wyniku intensywnej pracy
ekscentrycznej migsnie ulegaja mikrouszkodzeniom (Pimenta i wsp., 2012). Niektore
zrodla dostarczaja informacji, iz genotyp RR ACTN3 R577X moze wplywaé

na ograniczenie uszkodzen migsniowych, co skutkuje skroconym czasem regeneracji
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potreningowej (Clarkson i wsp., 2005b). Zaleznos¢ taka wskazywataby na silnie
réznicujagcy efekt polimorfizmu RS577X ACTN3 i1 dawalaby przewage osobom
z korzystnym genotypem. Istnieja silne przestanki za tym, iz allel X czy tez genotyp XX
sg powigzane z wyzszym poziomem markerow taczacych si¢ z uszkodzeniami
migsniowymi (Del Coso i wsp., 2017; Pimenta i wsp., 2012; Venkata, 2019). Jednakze
nie wszystkie badania potwierdzaja te teze wskazujac na brak efektu wywotanego przez
polimorfizm (Clarkson i wsp., 2005b) lub przypisujac genotypowi RR wiekszy spadek

mocy w wyniku zaimplementowanych ¢wiczen (Venckunas i wsp., 2012)

W badaniach Del Coso (2017) badano wptyw kilku gendéw na poziom kinazy
kreatynowej u maratonczykéw. U nosicieli allelu R nie obserwowano negatywnego
wplywu zwiekszonego poziomu CK, ktory pojawia si¢ w wyniku pokonania maratonu.
Nie jest to jednoznaczny wynik z uwagi na to, iz gen ACTN3 byt tylko jednym z Kilku
badanych genow. Jeden z innych badanych polimorfizméw mogt wywotaé ten efekt.

Jednakze wynik ten moze stuzy¢ jako wsparcie dla wezesniej przytoczonych badan.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, iz wigkszos$¢ badan wskazuje allel X i genotyp
XX jako te, ktore sg powigzane z wigkszym poziomem markerow uszkodzenia mig$ni,
zarbwno podczas typowej pracy ekscentrycznej, jak i specyficznego treningu
sportowego czy rywalizacji sportowej (Belli i wsp., 2017; Del Coso i wsp., 2017;
Pimenta i wsp., 2012; Vincent i wsp., 2010). Jednakze niezbedne jest powstanie
kolejnych prac w powyzszym temacie, a przytoczone doniesienia powinny by¢
traktowane z doza naukowej nieufnosci z powodu bardzo matych grup uczestniczacych

w badaniach.

Poszukiwania zwiagzku polimorfizmu R577X ACTN3 z ryzykiem pojawienia si¢
kontuzji aparatu ruchu to kolejna, obiecujgca dziedzina w kontekscie praktycznego
zastosowania genetyki. Sa one nieodlaczng czgdcia zaré6wno amatorskiego, jak
1 zawodowego sportu. Mozliwo$¢ oszacowania prawdopodobienstwa kontuzji
na podstawie genotypu jest niesamowicie pozadang wiedzg 1 na pewno niejeden klub

sportowy byltby chetny, aby takg wiedzg posiasé.

Dowiedziono, ze allel R genu ACTN3 wplywa na ograniczenie ryzyka kontuzji.
Zwiazane to moze by¢ z ochronnym wpltywem biatka a-aktyniny 3 na prazki Z,
co wptywa ochronnie na tkanke¢ mig$niowa przy pracy ekscentrycznej (Clarkson i wsp.,

2005b). Nalezy doda¢, ze to wilasnie deficyty w ekscentrycznej pracy sa najczestsza
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przyczyna kontuzji tylnej czesci uda u sportowcow (Shield i Bourne, 2018). Dodatkowo
nosiciele allelu R prezentujg wyzszy poziom masy miesniowej (MacArthur i North,
2007), a w szczegolnosci widkien szybkokurczliwych (Vincent i wsp., 2007). Okazato
sie, 1z wystepowanie genotypu RR u pacjentéw ze skreceniem stawu skokowego byto
znacznie rzadsze niz w grupie kontrolnej (Qi 1 wsp., 2016; Shang i wsp., 2015). Inne
badania, przeprowadzone na grupie balerin, donosza, ze nosicielki genotypu XX sg az
4,7 razy bardziej podatne na skrecenie stawu skokowego niz nosicielki allelu R (Kim

i wsp., 2014).
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2. Metodologiczne podstawy badan

2.1. Cele badan, pytania i hipotezy badawcze

Celami poznawczymi przeprowadzonych badan sa:

1. OkreSlenie korelacji pomig¢dzy czestoscia wystepowania genotypow i alleli
opisywanych w wybranych punktach polimorficznych I/D genu ACE oraz R577X
genu ACTN3 a statusem sportowym polskich zawodnikéw realizujacych wysitki
startowe o charakterze wytrzymalo$ciowym oraz zawodnikow realizujacych wysitki
szybkos$ciowo-sitowe.

2. Okreslenie korelacji pomigdzy czestoscia wystepowania okreslonych kombinacji
genotypéw I/D ACE oraz R577X ACTN3 a statusem sportowym polskich
zawodnikow realizujagcych wysitki startowe o charakterze wytrzymatosciowym oraz

zawodnikow realizujacych wysitki szybkosciowo-sitowe.

W odniesieniu do potencjalnego zastosowania w praktyce przeprowadzonych
badan, czyli celu aplikacyjnego, istnieje mozliwos¢ wykorzystania danych
genetycznych uzyskanych z badan asocjacyjnych do konstrukcji wstepnego testu
diagnostycznego z wykorzystaniem uktadu dwugenowego, ktory moze postuzy¢ jako
dodatkowe zrodlo precyzyjnych informacji o predyspozycjach osobniczych
do wykonywania wysitkOw o charakterze wytrzymato$ciowym i szybkosciowo-
sitowym. Informacje tego typu moga by¢ pomocne migdzy innymi w procesie doboru

do sportu.

Postawionym celem aplikacyjnym jest:
1. Zastosowanie danych genetycznych uzyskanych na podstawie badan miejsc
polimorficznych 1/D genu ACE oraz R577X genu ACTN3 przeprowadzonych
u polskich sportowcoéw do konstrukcji testow diagnostycznych moggcych mie

zastosowanie w procesie doboru do sportu.

Realizacja zatozonych celéw wymagata postawienia nastgpujacych pytan
badawczych:
1. Czy obecnos¢ okreslonych genotypow 1 alleli opisywanych w wybranych punktach

polimorficznych (1/D genu ACE oraz R577X genu ACTN3) ma wplyw na status
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sportowy polskich zawodnikOw realizujacych wysitki startowe o charakterze
wytrzymato$ciowym oraz zawodnikow realizujacych wysitki szybkosciowo-sitowe?
. Czy kombinacja genotypow opisywanych w dwoch najczesSciej badanych
w kontekscie sportowym miejscach polimorficznych (I/D genu ACE oraz R577X
genu ACTN3) koreluje ze statusem sportowym polskich zawodnikow realizujacych
wysitki startowe o charakterze wytrzymatosciowym lub szybko$ciowo-sitowym?

. Czy kompilacja danych pochodzacych z genetycznych badan asocjacyjnych
przeprowadzonych u polskich sportowcéw z wykorzystaniem dwoch najczeSciej
badanych w kontekscie sportu polimorfizméw genetycznych (I/D genu ACE oraz
R577X genu ACTN3) pozwala na konstrukcje wstepnego testu diagnostycznego,

mogacego mie¢ zastosowanie w procesie doboru do sportu?

Sformutowano nast¢pujace hipotezy badawcze:

. Genotyp Il genu ACE wystepuje w sposOb statystycznie istotny czegsciej wsrod
polskich  sportowcow  realizujacych  wysitki  startowe o  charakterze
wytrzymato$ciowym w stosunku do grupy kontrolnej oraz do polskich sportowcow
realizujgcych wysiltki startowe o charakterze szybkosciowo-sitowym.

. Genotyp XX genu ACTN3 wystepuje w sposob statystycznie istotny czesciej wsrod
polskich  sportowcéw  realizujacych ~ wysitki  startowe o  charakterze
wytrzymato$ciowym w stosunku do grupy kontrolnej oraz do polskich sportowcow
realizujgcych wysitki startowe o charakterze szybkosciowo-sitowym.

. Genotyp DD genu ACE wystepuje w sposob statystycznie istotny czesciej wsrod
polskich sportowcow realizujacych wysitki startowe o charakterze szybkos$ciowo-
sitowym w stosunku do grupy kontrolnej oraz do polskich sportowcow realizujacych
wysitki startowe o charakterze wytrzymalosciowym.

. Genotyp RR genu ACTN3 wystepuje w sposob statystycznie istotny czegsciej wsrod
polskich sportowcdw realizujagcych wysitki startowe o charakterze szybkos$ciowo-
sitowym w stosunku do grupy kontrolnej oraz do polskich sportowcow realizujacych
wysitki startowe o charakterze wytrzymatosciowym.

. Czestotliwo$¢ wystepowania okreslonych kombinacji genotypow polimorfizmow
gendw ACE i ACTNS3 jest charakterystyczna dla sportowcoéw realizujagcych rozne
wysitki startowe, co potwierdzone jest przez istotnie statystycznie wigksza
czestotliwos¢ wystepowania kombinacji genotypéw Il ACE i XX ACTN3 wsrod

polskich  sportowcow  realizujgcych ~ wysitki  startowe o  charakterze
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wytrzymato$ciowym oraz kombinacji genotypéw DD ACE i RR ACTN3 wsrod
polskich sportowcow realizujacych wysitki startowe o charakterze szybko$ciowo-
sitowym.

6. Wstepny test diagnostyczny skonstruowany z wykorzystaniem uktadu dwdch
polimorfizmoéw (I/D genu ACE oraz R577X genu ACTN3) moze by¢ stosowany jako
test wspomagajacy W procesie doboru do sportu, bedac zrodtem dodatkowych
informacji o predyspozycjach osobniczych do wykonywania wysitkow o charakterze

wytrzymalosciowym i szybkosciowo-sitowym.

2.2. Material do badan

Pobor materialu prowadzony byt pod kierunkiem dra Piotra Zmijewskiego
w Instytucie Sportu w Warszawie, w ramach projektu ,,Genetyczne uwarunkowania
postepoéw treningowych” zleconego przez Ministerstwo Sportu i Turystyki (umowa nr
2015.058/40/BP/DWM).

Grupe badang stanowito Iacznie 359 sportowcoOw reprezentujacych trzy
dyscypliny sportowe, tj. kolarstwo (n=139), ptywanie (n=143) oraz podnoszenie
cigzarow (n=77). Rekrutowani do badan zawodnicy to uczestnicy Mistrzostw Polski
w kategoriach juniorskich lub seniorskich z minimum pigcioletnim stazem
zawodniczym. Na potrzeby przeprowadzonego eksperymentu wszystkich sportowcow
w danej dyscyplinie (kolarze, pltywacy, sztangisci) podzielono na dwie grupy, tj. (1)
zawodnikow realizujacych wysitki startowe o charakterze wytrzymalosciowym
(oznaczeni jako LD), do ktdérych zaliczono dtugodystansowych kolarzy (LDC)
i dlugodystansowych ptywakow (LDS) oraz (2) zawodnikow realizujacych wysitki
szybkosciowo-sitowe (SD), do ktérych zaliczono krotkodystansowych kolarzy (SDC),
krétkodystansowych ptywakdw (SDS) oraz sztangistow (LIFT).

W podgrupie kolarzy (n=139) znalazto si¢ 95 me¢zczyzn i 44 kobiety ($redni
wiek (£ SD) wynosit odpowiednio 184 + 1,1 i 17,1 + 1,5 roku). Do udzialu
w badaniach zakwalifikowano kolarzy, ktorzy przez Polski Zwigzek Kolarski zostali
zakwalifikowani do kadr juniorskich narodowych uzyskujac wysokie lokaty
na imprezach mistrzowskich. W tej dyscyplinie do zawodnikéw reprezentujacych
konkurencje sprinterskie zakwalifikowano zawodnikow, ktorzy swoj najlepszy wynik
sportowy uzyskali w konkurencjach odbywajacych si¢ na torze, tj. sprincie klasycznym

1 sprincie  olimpijskim. Do zawodnikéw  reprezentujacych  konkurencje
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wytrzymato$ciowe zaliczono zawodnikow, ktorzy swoje najlepsze rezultaty (lokaty
imprez sportowych) uzyskali w wys$cigach szosowych.

W podgrupie ptywakoéw (n=143) uczestniczyto 92 mezczyzn i 51 kobiet (Sredni
wiek (£ SD) wynosit odpowiednio 17,7 £ 1,4 i 18,1 + 1,3 roku). Do udziatu
w badaniach zaproszono zawodnikéw, ktdrzy w konkurencjach juniorskich uzyskali
medal Mistrzostw Polski 1 zostali zakwalifikowani przez Polski Zwigzek Plywacki
do juniorskich kadr narodowych. Do zawodnikoéw reprezentujagcych konkurencje
sprinterskie zakwalifikowano osoby, ktdre swodj najlepszy wynik sportowy (wyrazony
punkami FINA), uzyskaty w konkurencjach na dystansie 50m lub 100m.
Do zawodnikoéw reprezentujacych konkurencje dlugodystansowe zakwalifikowano
osoby, ktére swoj najlepszy wynik sportowy (wyrazony punkami FINA), uzyskaty
w konkurencjach na dystansie 200m i dtuzsze (200m, 400m, 800m, 1500m).

Badani z podgrupy sztangistow (n=77) to 46 mezczyzn i 31 kobiet ($redni wiek
(= SD) wynosit odpowiednio 18,0 £ 1,2 i 17,6 + 1,2 roku). Wszyscy sztangisci
prezentowali wysoki krajowy poziom sportowy, byli cztonkami kadry narodowej
junioréw, ich wynik sportowy w dwuboju wynosit odpowiednio 231 + 41,61 138 + 28,6
kg. Wstepne badania wykazaly, ze uczestnicy byli zdrowi, wolni od kontuzji i nie brali
zadnych $srodkéw dopingujacych.

Grupe kontrolng stanowito 281 zdrowych ochotnikéw, 165 mezczyzn 1 116
kobiet ($redni wiek (= SD) wynosit odpowiednio 21,2 + 1,3 i 20,4 £ 1,1 roku), ktorzy
nigdy nie uprawiali wyczynowo zadnej dyscypliny sportowej. Uczestnicy do grupy
kontrolnej byli rekrutowani sposrod studentdw réznych wydziatow Uniwersytetu
Szczecinskiego.

Przeprowadzone badania zostaly objete zgoda wydang przez Komisje Etyki
Badan Naukowych przy Instytucie Sportu w Warszawie (uchwata z dn. 14.07.2011)
oraz Komisj¢ Bioetyczng przy Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie (uchwata
nr BN-001/45/08 z dn. 27.05.2008). Wszystkie procedury zostaly przeprowadzone
zgodnie z deklaracja helsinska World Medical Association oraz standardami badan
w naukach o kulturze fizycznej i sporcie. W badaniach uwzgledniono zasady przyjete
dla genetycznych badan asocjacyjnych zdefiniowanych w dokumencie STREGA (z ang.
Strengthening the Reporting of Genetic Association) (Little i wsp., 2009). Wszystkie
osoby uczestniczace w badaniu otrzymaly materialy informacyjne odnosnie celu
eksperymentu, zasad uczestnictwa oraz potencjalnego ryzyka z tego wynikajacego.

Kazda osoba zakwalifikowana do badan, wypetnita i podpisala formularz dotyczacy
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swiadomego i dobrowolnego uczestnictwa w badaniach genetycznych z zastrzezeniem
anonimowosci oraz poufnosci uzyskanych danych. Jako wyczynowi sportowcy wszyscy
zawodnicy z grupy badanej byli rutynowo badani pod katem substancji zabronionych
podczas zawoddw i poza zawodami.

Wymazy z nablonka jamy ustnej zostaty pobrane od ochotnikow, ktorzy wyrazili
zgode na uczestnictwo w badaniach. Wymazy zostaty pobrane za pomoca sterylnych
szpatutek firmy Puritan (USA). Przed pobraniem kazdy uczestnikow zostal poproszony
o przeptukanie jamy ustnej wodg destylowang, nastgpnie material biologiczny zostat
pobrany przez pocieranie energicznie szpatutka po wewngtrznej czesci policzkow,
z pominigciem z¢bow i dzigsel. Pobrane wymazy zostaly natychmiast umieszczone
w lodoéwce transportowej] w celu zabezpieczenia materialu genetycznego przed
degradacja 1 przewiezione do laboratorium, gdzie byly przechowywane w stanie

zamrozenia (-20°C) az do momentu rozpoczgcia analiz.

2.3. Stosowane techniki badan naukowych

2.3.1. Molekularne analizy genetyczne

Wszystkie procedury zwigzane z molekularnymi analizami genetycznymi zostaty
przeprowadzone pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Maciejewskiej-Skrendo, prof.
AWFIS, w Zakladzie Biologicznych Podstaw Kultury Fizycznej i Laboratorium
Genetyki Centrum Badan Strukturalno-Funkcjonalnych Cztowieka Wydzialu Kultury

Fizycznej i Promocji Zdrowia Uniwersytetu Szczecinskiego.

2.3.1.1. I1zolacja materialu genetycznego

Izolacja DNA z komorek nabtonka jamy ustnej odbywala si¢ z uzyciem
zestawu Gen Elute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, Niemcy).
Zestaw zapewnia prosty i wygodny sposéb izolowania czystego DNA o wysokiej masie
czasteczkowej z réznych tkanek ssakow. Procedura izolacyjna odbywata si¢ wedlug

wymienionych etapéw (Rysunek 10):

1. Liza komorek i usuwanie RNA z roztworu.
2. Aktywacja membrany wigzacej] DNA w kolumnach filtracyjnych.
3. Wigzanie DNA z membrana.
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4. Dwukrotne przemywanie zwigzanego z membrang DNA.

5. Wymywanie DNA z membrany.

Wymaz nabfonka

Trawienie enzymatyczne
Uwalnianie DNA

I

Podgrzewanie

Przygotowanie kolumn
2 Aktywacja membrany wigzacej
DNA

cany

Wirowanie

Przeniesienie lizatu do
3 kolumny
Wigzanie DNA z membrang

cany

Wirowanie

a Przemywanie membrany

- cany

Dwukrotne wirowanie

5 Wymywanie DNA z membrany

I |

Wirowanie

Izolat genomowego DNA

Rysunek 10. Etapy izolacji DNA z zastosowaniem Gen Elute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Zrodlo:
www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/genelute-mammalian-genomic-dna-miniprep-

kit.html, zmodyfikowano)

Szczegolowa procedura izolacyjna

Wszystkie czynnosci zwigzane z izolacja DNA zostaly przeprowadzone przy
zastosowaniu jednorazowych rekawiczek, jatowych probdwek oraz jednorazowych
koncowek do pipet. Dodatkowo, aby unikna¢ kontaminacji wszystkie analizy zostaty
przeprowadzone w komorach laminarnych przy zachowaniu sterylnosci.

Izolacja materialu genetycznego zostata przeprowadzona wedlug zalecen
producenta. Zastosowano zatgczony protokot izolacyjny przeznaczony do oczyszczania
catkowitego DNA pozyskanego z zawiesin komorkowych, wedtug planu:

1. Wymazdéwki z nablonkiem przebadanych osob zostaty umieszczone w probéwkach

typu Eppendorf z 200 pl buforu zawieszajacego (Resuspension Solution).
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10.
11.

12.

13.

14.

Nastepnie do zawiesiny komoérek w buforze dodano z pomocag pipety 20 pnl
Proteinazy K (20 mg/ml) i 200 pl buforu lizujacego (Lysis Solution C; pH=7,4).
Kazda probka zostata wymieszana przy uzyciu Vortexa przez okoto 15 s
do momentu uzyskania homogenicznego roztworu.

Probki zwirowano przez 30s przy RCF = 2000x (z ang. relative centrifugal force -
wzglednej sile wirowania), zeby pozbyc¢ si¢ resztek ptynu ze $cianek.

Probki zostaly zainkubowane w cieplarce w temperaturze 70°C przez 10 min.
Proteinaza K oraz bufor lizujagcy spowodowaly dekompozycje biatek
komdrkowych, a takze rozpad struktur btoniastych komorek. Zawarta w zestawie
proteinaza K byta catkowicie wolna od aktywnosci DNAzy i RNAzy — zapewnito
to stabilnos¢ izolowanego DNA.

Podczas inkubacji probek przygotowane zostaly kolumny filtracyjne umieszczone
nastgpnie w probowkach zbiorczych. Liczba kolumn odpowiadata liczbie
analizowanych prob. 500 ul buforu aktywujacego (Column Preparation Solution)
zostato dodanego do kazdej z kolumn, w celu aktywacji membrany krzemionkowej
do wigzania DNA oraz uzyskania maksymalnego wigzania DNA z membrang.
Kolumny zwirowano przy wzglednej sile wirowania rownej 12000 x g przez
1 minute. W wyniku tego cata objetos¢ buforu aktywujacego zostala przesaczona
przez membrang krzemionkowa.

Po wirowaniu probowki z przesaczem wyrzucono. Kolumny filtracyjne zostaty
przeniesione do nowych probdwek zbiorczych.

Gdy zakonczono inkubacje w cieplarce probki zostaty zwirowane przy RCF = 2000
X g przez 30 s, aby pozby¢ si¢ resztek ptynu ze $cianek.

Do probek zostato dodane 20 pl roztworu RNazy A (5 pg/ul; RNase A Solution).
Nastepnie wszystkie probki przez chwile worteksowano, aby uzyskac¢
homogeniczny roztwor.

Probki z RNaza byly inkubowane przez 2 minuty w temperaturze pokojowe;j.
RNaza byla calkowicie pozbawiona aktywnosci DNazy, zagwarantowato
to stabilno$¢ DNA.

Probki wirowano przy RCF = 2000 x g przez 30 s, aby pozby¢ si¢ resztek ptynu
ze Scianek.

Do probek za pomoca pipety dodano po 200 pl etanolu. Nastgpnie doktadnie

worteksowano przez okoto 15s, aby uzyska¢ homogeniczny roztwor.

58



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

24,

25.

26.

Zawarto$¢ kazdej probki (okoto 640 pl) przeniesiono do wezesniej przygotowanych
kolumn filtracyjnych. Wirowano przy RCF = 6500 x g przez 1 minutg. W trakcie
wirowania DNA zostal zabsorbowany na wczes$niej zaktywowanej membranie.
Zastosowane warunki pH uniemozliwily osadzanie na membranie biatek i innych
zanieczyszczen mogacych hamowa¢ PCR.

Po wirowaniu probowki z przesagczem zostaly wyrzucone. Kolumny filtracyjne
(z membranami wraz ze zwigzanym DNA kazdej izolowanej probki) umieszczono
w nowych probowkach zbiorczych.

Nastepnie przemywano DNA zwigzane z membrang w kolumnie filtracyjne;.
Do kazdej kolumny dodawano po 500 ul buforu myjacego (Wash Solution;
pH=7.5). Spowodowal on usunigcie zanieczyszczen, bez uszkodzenia zwigzanego
DNA.

Kolumny zwirowano przy RCF = 6500 x g przez 1 minutg. Przez membrang
krzemionkowg ze zwigzanym DNA przesgczony zostal caty bufor myjacy.

Po zwirowaniu probowki z przesgczem zostaly wyrzucone. Kolumny filtracyjne
przeniesiono do nowych probowek zbiorczych.

Nastepnie, po raz kolejny do kazdej kolumny dodano po 500 pul buforu myjacego.
Kolumny zwirowano przez 3 minuty przy RCF = 14000 x g.

Po zwirowaniu probowki z przesaczem wyrzucono. Kolumny filtracyjne zostaly
umieszczone w nowych probdéwkach zbiorczych. Jesli na dnie kolumny znajdowaty
si¢ pozostatosci ptynu, to kolumny dodatkowo wirowano przy RCF = 14000 x g
przez 1 minute.

Po zwirowaniu probdwki z przesaczem zostalty wyrzucone. Kolumny filtracyjne
umieszczono w nowych probdwkach zbiorczych. Kolumny pozostawiono otwarte
na 2 minuty w celu odparowania etanolu.

Do kazdej kolumny filtracyjnej dodano 200 ul buforu wymywajacego (Elution
Solution; pH 8,5). Inkubowano je przez 5 minut w temperaturze pokojowej.
Kolumny wirowano przez 1 minute przy RCF = 6500 x g w celu przesaczenia calej
objetosci buforu wymywajacego przez membrane krzemionkow3.

Po wirowaniu kolumny zostaty wyrzucone. Probowki zbiorcze z przesaczem
(wyizolowany roztwér DNA) zachowano do wykorzystania przy dalszych

analizach.

59



Po zakonczeniu izolacji oceniano jako$¢ uzyskanego DNA. Ilo$¢, integralno$¢
1 czystos¢ uzyskanego DNA oceniono za pomoca urzadzenia Agilent BioAnalyzer 2100
(Agilent, USA). Probki zostaly umieszczone w zamrazarce z temperaturg -70°C.

Zostaly w stanie zamrozenia do czasu rozpoczecia analiz molekularnych.

2.3.1.2. Aplikacja technik molekularnych do detekcji polimorfizmu wybranych
genow

W celu detekcji ustalonych polimorfizméw w badanych genach markerowych
przeprowadzona zostata aplikacja réznorodnych technik molekularnych, dostosowanych
do charakteru wykrywanych mutacji. Wszystkie analizy odbywaty si¢ w oparciu
o metody wywodzace si¢ z tancuchowej reakcji polimerazy (z ang. Polymerase Chain
Reaction, PCR), zastosowano zaréwno klasyczng reakcje PCR, jak i jej modyfikacje —

PCR w czasie rzeczywistym (z ang. Real-Time PCR).

2.3.1.2.1. Zasada metody reakcji PCR

Reakcja tancuchowa polimerazy zostata opracowana w 1987 roku przez grupe
naukowcow z USA. Pie¢ lat pézniej w 1993 roku Kary Mullis — glowny autor metody,
otrzymal za nig nagrod¢ Nobla w dziedzinie chemii (Saiki i wsp., 1988). Proces
fancuchowej reakcji polimerazy stat si¢ obecnie kluczowa procedurg w laboratoriach
badawczych biologii molekularnej. Technika PCR jest metodg in vitro, w ktorej
genomowe lub sklonowane sekwencje DNA lub RNA sa selektywnie amplifikowane
przy udziale enzymu z wykorzystaniem pary starteréw oligonukleotydowych (Williams,
1989). W procesie wykorzystywana jest termostabilna polimeraza zdolna do pracy
w wysokich temperaturach. Czuto$¢ reakcji pozwala na otrzymanie ponad 1 000 000

kopii pojedynczego genu, co pozwala na prowadzenie dalszych analiz w jego obrebie.

W sklad mieszaniny reakcyjnej wchodza: matryca DNA, dwa startery, enzym
polimeraza DNA, bufor stwarzajacy odpowiednie warunki dla dzialania polimerazy,
jony magnezu oraz deoksynukleozydotrifosforany (ANTP). Specyficznos¢ reakeji PCR
zapewniaja odpowiednio dobrane startery. Sag to oligonukleotydy o dtugosci 18-28 nt,
komplementarne do koncow danej sekwencji DNA, ktéra ma podlega¢ powieleniu.
Obydwa startery przylaczaja si¢ do dwoch pojedynczych nici, wyznaczajac poczatek

pracy dla polimerazy oraz determinujagc dlugo$¢ powstatego amplikonu. Startery
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warunkuja dzialanie polimerazy. Wydhuza ona ni¢ i przytacza nukleotydy do konca 3’
istniejacego juz tancucha nukleotydowego. Startery powinny posiada¢ odpowiednia
zawarto$¢ zasad GC (50-60%) oraz podobng temperature topnienia, mieszczaca si¢

w zakresie 55-72°C (Stomski, 2004).

Skiadniki mieszaniny reakcyjnej Cykl PCR
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Rysunek 11. Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR oraz uproszczony schemat przebiegu (zrodlo:
www.primogenomic.com/nucleic_acid_test.html, zmodyfikowano)

Klasyczna reakcja PCR przebiega w nastepujacych etapach (Rysunek 11):

1. Denaturacja DNA — polega na podgrzewaniu komory reakcyjnej do temperatury
94-98°C na 20-30 sekund. Powoduje to rozdzielenie podwdjnej nici DNA
w wyniku hydrolizy wigzan pomig¢dzy komplementarnymi zasadami, W wyniku
czego powstaja dwie pojedyncze nici.

2. Przylaczanie starteréw (z ang. annealing) — temperatura jest obnizana do 50-62°C
na 20-40 sekund, pozwalajac na przylaczenie starterow do kazdej z pojedynczych
nici. Bardzo wazne jest ustalenie odpowiedniej temperatury przytaczania starterow,
ktora powinna by¢ wystarczajagco niska, aby pozwoli¢ na przylaczenie startera

do nici, a zarazem wystarczajaco wysoka, aby startery przylaczyly si¢ jedynie
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w idealnie komplementarnym miejscu i nigdzie indziej. Zazwyczaj stosuje si¢
temperature o 3-5°C nizsza od temperatury topnienia uzytych starterow.

3. Elongacja — proces przytgczania nukleotydow przy udziale polimerazy. Stosowana
temperatura jest zalezna od rodzaju uzytej polimerazy. Jest to najczescie]

temperatura pomigdzy 75-80°C, a dla termostabilnej polimerazy Tag wynosi 72°C.
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Rysunek 12. Schemat przebiegu reakcji PCR (By Enzoklop - Ownwork, CC BY-SA 3.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=32003643, zmodyfikowano).

Wszystkie trzy etapy reakcji PCR powtarzane cyklicznie prowadza
do powstania setek kopii namnazanego odcinka DNA. Kazda ni¢, do ktorej przytaczyt
si¢ starter, a polimeraza dobudowata nukleotydy, staje si¢ w nastepnym cyklu matryca,
w zwigzku z czym ilo$¢ powstajacych fragmentow DNA ros$nie wyktadniczo (Rysunek
12). Po 30 cyklach pojedyncza kopie¢ DNA mozna zwigkszy¢ do miliona kopii (Saiki
I wsp., 1988).

Jednym z czestszych bledow jest zastosowanie zbyt wielu cykli reakcji, gdyz
dochodzi do powstawania produktéw ubocznych. Przy braku produktu przy 35 cyklach
nalezy raczej poprawi¢ wydajno$¢ reakcji niz ja wydtuza¢ (Stomski, 2004). Reakcja
przebiega zaplanowang ilo$¢ cykli, chyba, ze dojdzie do wyczerpania jednego
ze sktadnikow mieszaniny reakcyjnej. Brak starterow czy nukleotydéw powoduje
zatrzymanie reakcji. Podobnie dzieje si¢, gdy polimeraza DNA traci swoja aktywnosc.

Czynnikiem kluczowym, wplywajacym w ogromnym stopniu na efektywno$é
procesu jest polimeraza DNA. Polimerazy réznig si¢ wydajnos$cia, doktadnoscig oraz
aktywnos$cia endonukleazowg. Stosowanie zbyt duzej iloSci polimerazy moze

prowadzi¢ do powstawania produktéw niespecyficznych. Zbyt mata ilo$¢ z kolei moze
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skutkowa¢ brakiem produktu. Polimerazy nie odtwarzaja komplementarnych sekwencji
z pelng dokladnoscia. Dlatego zaleca si¢ stosowanie polimeraz z wysoka aktywnos$cia
endonukleazowa, dzigki czemu zastosowany enzym ma mozliwo$¢ korekcji blednie
wprowadzonych nukleotydow. Przyktadowo, biad przylaczenia nieckomplementarnego

nukleotydu moze wynosi¢ od 1/10000 do 1/100000 nukleotydéw (Stomski, 2004).

Do przeprowadzenia reakcji PCR stosuje si¢ termocykler. Jest to urzadzenie
zawierajace blok grzejny, dzigki ktéremu mozliwe jest utrzymanie konkretnej
temperatury przez okreslony czas. Mozliwa jest rOwniez szybka zmiana temperatur, co
umozliwia szybkie przechodzenie pomiedzy etapami reakcji. Nowoczesne termocyklery
posiadaja kilka blokéw grzejnych, pozwalajac na rownolegle prowadzenie kilku reakcji

w roznych warunkach (Skotarczak i Adamska, 2006).

2.3.1.2.2. Zasada metody elektroforezy kwasow nukleinowych

Do identyfikacji i wizualizacji powstalych w wyniku klasycznej metody PCR
produktow stuzy elektroforeza. Polega ona na rozdziale otrzymanych czasteczek w zelu
w polu elektrycznym. Migracja czasteczek zachodzi z rdzng predkoscig — zalezy od
wielkosci czasteczki i jej tadunku (odwrotnie proporcjonalnie do jej masy i wprost
proporcjonalnie do natgzenia pola elektrycznego). Caty proces jest zalezny od rodzaju
nosnika, natg¢zenia pola, temperatury, rodzaju buforu — jego st¢zenia i pH. Podczas
procesu czasteczki poruszaja si¢ z r6zng predkoscig do jednej z elektrod dzigki czemu
nastgpuje ich rozdzial. Proces elektroforezy mozna prowadzi¢ na réznych nosnikach,
ktéore powinny by¢ elektrycznie obojetne. Najcze$ciej stosowanymi sa  zel
poliakrylamidowy oraz zel agarozowy. Polimeryzacja akrylamidu oraz bisakrylamidu
jest podstawg do powstania zelu poliakrylamidowego. Elektroferaza z wykorzystaniem

tego zelu zazwyczaj odbywa si¢ wertykalnie.

Elektroforeza z wykorzystaniem Zelu agarozowego prowadzona jest w aparatach
ustawionych poziomo — horyzontalnie. Do produkcji zelu wykorzystywany jest agar
czyli polisacharyd wyizolowany z krasnorostow. Agaroze rozpuszcza si¢ w gotujacej
wodzie, po czym zestala si¢ w temperaturze ponizej 40 st. Celsjusza. Powstaty zel ma
porowatg budowe. Dzigki czemu pozawala na migracj¢ czasteczek o roznej wielkosci.
Porowata budowe zelu mozemy regulowac, stosujac rdézne stgzenia agarozy. Im wigksze

stezenie, tym mniejsze pory 1 bogatsze usieciowienie.
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2.3.1.2.3. Zasada metody reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Reakcja PCR w czasie rzeczywistym (z ang. Real-Time PCR) zostata po raz
pierwszy zaprezentowana w 1992 roku przez Higuchi’ego i wspotautoréw (Higuchi
I wsp., 1992). Opiera si¢ ona na klasycznej reakcji PCR, jednakze umozliwia
namnazanie DNA wraz z monitorowaniem ilo$ci produktu w czasie rzeczywistym.
Analiza jakos$ciowa 1 ilo$ciowa odbywa si¢ tutaj na zasadzie pomiaru fluorescencji
emitowanej przez sktadniki mieszaniny reakcyjnej, przylaczajace si¢ do powstajagcych
produktow (Rysunek 13). Wzrost fluorescencji moze by¢ w sposob ciagly
monitorowany po kazdym cyklu reakcji. Poziom emisji fluorescencji jest zalezny

od ilosci i typu powstajacego produktu reakcji (Higuchi i wsp., 1993).

Do detekcji polimorficznych form genu najczesciej stosuje si¢ podwdjnie
znakowane sondy (metoda TagMan). Wykorzystuje si¢ w niej sonde fluorescencyjna
swoistg dla danej formy polimorficznej genu. Znakowana jest ona na koncu 5’
barwinikiem reporterowym (z ang. reporter), takim jak FAM, HEX czy JOE.
Na drugim koncu, czyli 3’ znajduje si¢ barwnik tlumigcy - wygaszacz (z ang.
quencher): TAMARA, DABCYL. Podczas etapu przylaczania starterow sonda
przytacza si¢ do amplifikowanego fragmentu DNA. Fizyczna odleglo$¢ miedzy
reporterem a wygaszaczem umozliwia przenoszenie energii mi¢dzy fluorochromami
I skutkuje hamowaniem emisji sygnatu fluorescencji. Na etapie wydluzania starterow
sonda zostaje zdegradowana przez polimeraz¢ Taq, majaca aktywno§¢ 5°->3°
egzonukleazy. Oddzielenie barwnika reporterowego od wygaszacza powoduje wzrost

fluorescencji mierzonej przez urzadzenie (Stomski, 2004).

64



STARTER Q ,
5'c 3 > 3

3 5'
5' 3
3G : 2 51
STARTER
2,
5't : {>,u 3
3 5
5 3
3<G 1 5'
3’?}
3.
5' 2 {>4 3
3' sl
5' 3
3 < 3 5
gL, @
4 8.
5 ¢ r > 3
3' 5'
5' 3
3 F x 5

Rysunek 13. Schemat reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Metoda hydrolityczna z sonda podwéjnie
znakowana (TagMan). Na obrazku R oznacza reporter , Q oznacza wygaszacz. (zrédlo: http://www.e-
biotechnologia.pl/obrazki/sondy_tagman_real_time_pcr.jpg, zmodyfikowano)

2.3.1.2.4. Wykrywanie polimorfizmu insercyjno-delecyjnego (rs4646994) w genie
ACE

Do oceny polimorfizmu insercyjno-delecyjnego 1/D genu ACE w grupie badanej
i kontrolnej wykorzystano technike tancuchowej reakcji polimerazy oraz elektroforezy

kwasOw nukleinowych w Zelu agarozowym.
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Etap pierwszy - reakcja lancuchowa polimerazy (PCR)

Mieszanina reakcyjna o objetosci 10 pl zawierata 2 ul izolatu DNA oraz 8 pl
mieszaniny reakcyjnej, w sklad ktorej wchodzily nastepujgce odczynniki: woda
sterylna, startery ACE-F (5'-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3) i ACE-R (5-
GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3") o stgzeniu 10 pM kazdy (Genomed,
Polska), bufor reakcyjny z Mg?* (10x): 700 mMTris-HCI pH 8.6 / 25 °C, 166 mM
(NH4)2SO4, 25 mM MgCl, (Novazym, Polska), wodny roztwor trojfosforanow
deoksyrybonukleozydow: dATP, dCTP, dGTP, dTTP o st¢zeniu 2,5 mM kazdy
(Novazym, Polska), termostabilna AllegroTaq polimeraza DNA z aktywno$cig 5’-
3’egzonukleazy o stezeniu 5 U/ul (Novazym, Polska) (Tabela 1).

W celu kontroli czystosci odczynnikow stosowanych w reakcji, a takze
wykluczenia nieprawidtowosci w trakcie trwania amplifikacji, kazdorazowo stosowano
kontrole¢ negatywna (ujemng), nie zawierajacg w swoim sktadzie DNA matrycowego
(tylko wodg) oraz kontrole pozytywne (dodatnie), zawierajace w swoim sktadzie DNA
kontrolne oczekiwanych genotypow, dajace po amplifikacji specyficzne produkty
okreslonej dlugosci.

Amplifikacj¢ produktow PCR przeprowadzono w termocyklerze C1000
Touch™ Thermal Cycler (Biorad, USA). Profil temperaturowo-czasowy obejmowal
denaturacje wstepna w temperaturze 95°C przez 5 minut oraz 30 cykli sktadajacych si¢
z trzech etapow kazdy: denaturacji wlasciwej w temperaturze 92°C przez 1 minute,
przylaczania starteréw w temperaturze 58°C przez 1 minute, a takze elongacje starterow
w temperaturze 72°C przez 2 minuty i 30 sekund. Po zakonczeniu reakcji produkty
amplifikacji przechowywano w temperaturze 4°C do czasu wykonania dalszych etapéw

analizy molekularnej.
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Tabela 1. Sklad mieszaniny reakcyjnej dla genu ACE (w przeliczeniu na jedna probe)

Sktadniki mieszaniny Objetosc [ul]
Woda 55
Bufor reakcyjny z Mg?* 1,0
ACE-F 0,4
ACE-R 0,4
Mix dNTP 0,6
AllegroTaq Polimeraza DNA 0,1

Etap drugi — elektroforeza agarozowa

Separacj¢ produktow amplifikacji miejsca polimorficznego I/D genu ACE
dokonano w trakcie elektroforezy w 2,0% zelu agarozowym. Zel przygotowano poprzez
rozpuszczenie odpowiedniej ilosci agarozy (Prona, Hiszpania) w buforze TAE (1x): 40
mMTris (pH 8.3), 20 mM kwasu octowego, 1 mM EDTA (Biorad, Niemcy). Do tak
przygotowanego zelu dodawano fluorescencyjny barwnik interkalujacy EvaGreen
(Biorad, USA), wylewano na uszczelniony separatorami stolik z umieszczonymi
uprzednio grzebieniami, a nastepnie pozostawiano do wystygnigcia W celu
polimeryzacji zelu.

Nastepnie stolik z Zelem agarozowym umieszczono W  wanience
elektroforetycznej SubCell® Model 192 (Biorad, USA) wypelnionej buforem TAE (1x)
(Biorad, Niemcy). Do przygotowanych w zelu dotkoéw naktadano produkty amplifikacji
obcigzone buforem do nakladania prob Nucleic Acid Sample Loading Buffer (5x)
(Biorad, USA), do ostatniego dotka w rzgdzie dodawano marker mas czasteczkowych
Nova 100 bp DNA ladder (Novazym, Polska). Elektroforez¢ prowadzono pod
napieciem 100 mV przez 60 minut.

Nastepnie zel umieszczano w komorze trans iluminatora ChemiDocMP™
Imaging System (Biorad, USA), wlaczano lampe UV i oceniano przyblizong wielkos¢
rozdzielanych  fragmentéw DNA na podstawie sygnalu fluorescencji dla
poszczegblnych prob. W celu archiwizacji wykonywano zdjecie cyfrowe zelu (Zdjecie
3).

Jesli obserwowano wytacznie jeden rodzaj produktu o przyblizonej wielkosci

490 pz to probe klasyfikowano jako genotyp II, jesli obserwowano wylacznie jeden
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rodzaj produktu o przyblizonej wielkosci 190 pz to probe klasyfikowano jako genotyp
DD, natomiast gdy obserwowano dwa rodzaje produktéw (wielkosci 490 pz oraz

190pz) to proba byta okreslana jako genotyp ID.

Zdjecie 3. Zdjecie zelu agarozowego po wykonaniu elektroforezy. Jeden produkt o dlugosci 490 pz — genotyp
11, jeden produkt o dlugosci 190 pz — genotyp DD, dwa produkty (490 pz oraz 190 pz) — genotyp ID.

2.3.1.2.5. Wykrywanie polimorfizmu R577X (rs1815739) w genie ACTN3

W celu okreslenia genotypow badanych oséb zastosowano technike tancuchowe;j
reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym. Wizualizacja przyrostu produktéw
dokonywana bylta dzigki wykorzystaniu strategii opartej na analizie emisji fali Swietlnej
fluorescencyjnych sond molekularnych typu TagMan, ktorych dziatanie oparte jest
na zjawisku bezpromienistego transferu energii (z ang. FRET, ang. fluorescence
resonance energy transfer).

W czasie analizy korzystano z komercyjnego zestawu zawierajacego dwa
rodzaje starteréw oraz 2 rodzaje sond typu TagMan (TagMan® SNP Genotyping Assay
nrC__ 590093 1 , Thermofisher Scientific, USA). Sondy znakowane byly na koncu
5' dwoma rodzajami barwnikéw fluorescencyjnych. Barwnikiem reporterowym FAM
o emisji fali $wietlnej dtugosci 517 nm, dla ktorego sygnat odczytywano na kanale 1
wybarwione byly sondy dedykowane dla allelu R, natomiast barwnikiem reporterowym
VIC o emisji fali $wietlnej dtugosci 551 nm, dla ktérego sygnal odczytywano na kanale
2 wybarwione byly sondy dedykowane dla allelu X. Mieszanina reakcyjna o objetosci
10 pl zawierata 2 pl izolatu DNA oraz 8 ul mieszaniny reakcyjnej, w sklad ktorej
wchodzily nast¢pujace odczynniki: woda sterylna, zestaw TagMan® SNP Genotyping
Assay nr C__ 590093 1 , 20x (Thermofisher Scientific, USA), bufor reakcyjny
z Mg?* (10x): 700 mMTris-HCI pH 8.6 / 25 °C, 166 mM (NH4)2SO04, 25 mM MgCl;
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(Novazym, Polska), wodny roztwor tréjfosforanow deoksyrybonukleozydéw: dATP,
dCTP, dGTP, dTTP o stezeniu 2,5 mM kazdy (Novazym, Polska), termostabilna
AllegroTaq Polimeraza DNA z aktywnoscig 5°-3’egzonukleazy o stezeniu 5 U/uL
(Novazym, Polska) (Tabela 2).

Tabela 2. Sklad mieszaniny reakcyjnej na genu ACTN3 (w przeliczeniu na jedng prébe)

Sktadniki mieszaniny Objetose[pl]
Woda 57
Bufor reakcyjny z Mg?* 1,0
TagMan® SNP Genotyping Assay C__ 590093 1 _ 0,6
Mix dNTP 0,6
AllegroTaq Polimeraza DNA 0,1

W celu kontroli czysto$ci odczynnikoéw stosowanych w reakcji, a takze
wykluczenia nieprawidtowo$ci w trakcie trwania amplifikacji, kazdorazowo stosowano
kontrole negatywna (ujemna), nie zawierajacg w swoim sktadzie DNA matrycowego
(tylko wodg) oraz kontrole pozytywne (dodatnie) zawierajace w swoim sktadzie DNA
kontrolne oczekiwanych genotypow, dajace po amplifikacji specyficzne produkty

reakcji w postaci przyrostu fluorescencji dla poszczegdlnych kanatow.

Analize genotypowania przeprowadzono w termocyklerze CFX Connect™
Real-Time System (Biorad, USA). Profil temperaturowo-czasowy obejmowat
denaturacje wstepng w temperaturze 95°C przez 5 minut oraz 50 cykli sktadajacych si¢
z dwoch etapow kazdy: denaturacji w temperaturze 92°C przez 15 sekund oraz
przylaczania starteréw i sond, a takze elongacji starterow w temperaturze 60°C przez
I minutg. W trakcie trwania analizy przyrost ilosci produktow w badanych probach
obserwowano po kazdym cyklu na ekranie komputera. Po 50 cyklach reakcji odczytano
wyniki (Rysunek 14). Jesli rejestrowano wylacznie sygnat fluorescencji na kanale 1
(barwnik reporterowy FAM o emisji fali $wietlnej dlugosci 517 nm) to probe
klasyfikowano jako genotyp RR, jesli odnotowywano fluorescencje wylgcznie na
kanale 2 (barwnik reporterowy VIC o emisji fali swietlnej dtugosci 551 nm) probe
opisywano jako genotyp XX, natomiast, gdy sygnat obserwowano na obydwu kanatach

jednoczesnie, proba byta okreslana jako genotyp RX.
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Rysunek 14. Przykladowy wynik genotypowania przeprowadzony w punkcie polimorficznym rs1815739 w genie
ACTNS3. Od lewej: krzywa fluorescencji obserwowana dla proby o genotypie homozygoty typu RR (sygnal na
kanale z6ltym), krzywa fluorescencji obserwowana dla proby o genotypie homozygoty typu XX (sygnal na kanale
zielonym), krzywa fluorescencji obserwowana dla proby o genotypie heterozygoty RX (sygnal na kanale zielonym i

Z6ktym).

2.3.2. Analiza statystyczna wynikow

Wszystkie analizy statystyczne zostaty przeprowadzone pod kierunkiem dra hab.
Mariusza Kaczmarczyka, prof. AWFiS, z Pracowni Medycyny Fizykalnej w Katedrze

Sportu Powszechnego Akademii Wychowania Fizycznego i Sportu w Gdansku.

Z uwagi na charakterystyke materiatu badanego (proby materiatu biologicznego
pobrane od sportowcow wysokokwalifikowanych), wigekszo$¢ obliczen statystycznych
byta oparta 0 metody nieparametryczne. Zgodno$¢ czestosci genotypow z teoretycznym
rozkladem ustalonym zgodnie z prawem Hardy-Weinberga badano za pomoca testu 2
z liczba stopni swobody (df, z ang. degree of freedom) rowng 1. Czestosci alleli
obliczano na podstawie obserwowanej liczby genotypow. Czgstosci genotypow i alleli
pomiedzy grupami poréwnywano za pomoca testu x> lub doktadnego testu Fischera.
Wartos$ci ilorazu szans (OR, z ang. odds ratio) wraz z 95% przedziatem ufnosci (95%
Cl, z ang. confidence interval) obliczano za pomocg regresji logistycznej. Powyzsze
analizy przeprowadzono w programie Statistica (Dell Inc., version 13,
software.dell.com). Interakcje miedzygenowe (ACE x ACTN3) analizowano za pomoca
modutu SNPassoc w wersji 1.9.2 dla pakietu statystycznego R (wersja 3.1.0,
https://cran.r-project.org) dla 3 modeli: kodominujacego, dominujacego oraz
recesywnego (modele dominujace 1 recesywne zostaly utworzone w odniesieniu
do alleli I oraz X, odpowiednio dla polimorfizmu genu ACE i ACTN3). Istotno$¢
interakcji ACE x ACTN3 testowano za pomocg testu ilorazu wiarygodnosci (LRT, z
ang. likelihood ratio test), w ktorym statystyka testowa wyrazona jest wzorem:

x> =—2+(logLp —logLy),
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gdzie Lp to maksimum funkcji najwigkszej wiarygodnosci dla modelu pelnego
(z uwzglednieniem epistazy), La to maksimum funkcji najwigkszej wiarygodnosci dla
modelu addycyjnego bez interakcji (epistazy), dla liczby stopni swobody rownej

réznicy liczby zmiennych modelu pelnego i modelu zredukowanego (bez interakcji).
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3. Wyniki

3.1.Wyniki genotypowania polimorfizmu insercyjno-delecyjnego (rs4646994)
w genie ACE

W calej grupie (u sportowcdéw 1 w grupie kontrolnej) czesto$ci genotypow
opisywanych dla polimorfizmu genu ACE byly zgodne z czestosciami oczekiwanymi
zgodnie z prawem Hardy-Weinberga (ACE: %?=0,53, p=0,467). W poszczegdlnych
grupach sportowcéw 1 w grupie kontrolnej brak odchylen od oczekiwanych czgstosci
genotypow zaobserwowano dla polimorfizmu ACE: y?=0,53, p=0,467 (LDC,
dhugodystansowi kolarze, n=105), ¥*=1,98, p=0,159 (LDS, dtugodystansowi ptywacy,
n=42), XZZO,Ol, p=0,920 (LIFT, sztangi$ci, n=77), x2=1,06, p=0,303 (SDC,
krotkodystansowi kolarze, n=34), ¥*=0,32, p=0,572 (SDS, krétkodystansowi ptywacy,
n=101), ¥*=0,05, p=0,823 (Kon, grupa kontrolna, n=281).

W Tabeli 3 przedstawiono wyniki poréwnania czgstosci genotypow i alleli
analizowanego polimorfizmu w genie ACE w sportach wytrzymato$ciowych (LD,
n=147) oraz szybkosciowo-sitowych (SD+LIFT, n=212), wzgledem grupy kontrolne;j
(Kon, n=281). Czestos¢ genotypow i alleli polimorfizmu insercyjno-delecyjnego nie

roznila si¢ istotnie pomiedzy grupami sportowcow a grupg kontrolna.

W Tabeli 4 zestawiono wyniki poréwnania genotypow i alleli z uwzglednieniem
podziatu na poszczegdlne dyscypliny sportowe. Z wyjatkiem grupy LIFT czestos¢
genotypow i alleli polimorfizmu ACE roéznita si¢ pomigdzy grupami sportowcow
1 grupg kontrolng. Czestos¢ allelu I byla istotnie mniejsza u dtugodystansowych kolarzy
(LDC, 34,8%) i istotnie wigksza u dlugodystansowych ptywakow (LDS, 82,1%)
w poroéwnaniu do grupy kontrolnej (34,8% vs 44,7%, p=0,013; 82,1% vs 44,7%,
p=0,0001, odpowiednio dla LDC i LDS). Podobnie, czgstos¢ allelu I byla istotnie
mniejsza w grupie krétkodystansowych kolarzy (SDC, 25,0%), a wigksza w grupie
krétkodystansowych ptywakow (SDS, 54,0%), niz w grupie kontrolnej (25,0% vs
44,7%, p=0,002, 54,0% vs 44,7%, p=0,023, odpowiednio dla SDC i SDS).
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Tabela 3. Czestosci genotypéw i alleli polimorfizméw ACE u sportowcow i w grupie kontrolnej

1 ID DD | D
Grupa p vs Kon p vs Kon
(n=141) | (n=309) | (n=190) (n=591) | (n=689)
p=0,418
LD 38 66 43 B 142 152
(n=147) | (25,9%) | (44,9%) | (29,3%) Poom=0,715 (48,3%) | (51,7%) 0311
pREc:0,188
p=0,802
SDHLIFT | 45 106 60 0523 198 226 0525
(n=212) | (2L7%) | (50,0%) | (28,3%) PoomM=0, (46,7%) | (53,3%) !
pREc:0,702
Kon 57 137 87 251 311
(n=281) | (20,3%) | (48,8%) | (31,0%) (44,7%) | (55,3%)

LD — LDC+LDS (dlugodystansowi kolarze 1 dlugodystansowi ptywacy); SD+LIFT —
krotkodystansowi kolarze, krotkodystansowi ptywacy (SDC+SDS) i sztangisci; Kon —
grupa kontrolna; ppom — H+ID versus DD, prec — DD+ID versus I, ppom — XX+RX
versus RR, prec — RR+RX versus XX
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Tabela 4. Czestosci genotypéw i alleli polimorfizméw ACTN3 u sportowcdw i w grupie kontrolnej

XX RX RR X R o
Grupa p vs Kon K
(n=105) | (n=309) | (n=226) (n=436) | (n=844) el
p<0,0001
LD 45 75 27 Poom<0,0001 | 197 177 0172
(n=147) | (30,6%) | (51.0%) | (184%) | ;.. 000009 | (39.8%) | (60.2%) !
p=0,110
SD+LIFT 19 109 84 poom=0,770 122 302 0.037
(n=212) | (90%) | (514%) | (39.6%) | . 005 | (28:8%) | (71.2%) !
Kon 41 125 115 197 365
(n=281) | (14,6%) | (44,5%) | (40,9%) (35,1%) | (64,9%)

LD — LDC+LDS (dtugodystansowi kolarze i dtugodystansowi pltywacy); SD+LIFT —
krotkodystansowi kolarze, krotkodystansowi ptywacy (SDC+SDS) i sztangisci; Kon —
grupa kontrolna; ppom — I1+1D versus DD, prec — DD+ID versus Il, ppom — XX+RX

versus RR, prec — RR+RX versus XX
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3.2.Wyniki genotypowania polimorfizmu R577X (rs1815739) w genie ACTN3

W catej grupie (u sportowcoOw i w grupie kontrolnej) czestosci genotypoéw
opisywanych dla polimorfizmu w genie ACTN3 byly zgodne z czestosciami
oczekiwanymi zgodnie z prawem Hardy-Weinberga (ACTN3: ¥?=0, p=1,0). Zgodno$¢
z prawem Hardy-Weinberga zanotowano dla grup LDC (x?=0,21, p=0,647), LDS
(x>=0,01, p=0,920), SDC (¥?>=0,29, p=0,590) i grupy kontrolnej (x*=0,54, p=0,462),
podczas gdy w grupach LIFT (x*=4,88, p=0,027) i SDS (¥*=19,8, p=0,000009),
obserwowane czestosci genotypow roznity sie istotnie od czestosci teoretycznych.
W Tabeli 5 przedstawiono wyniki poréwnania czgstosci genotypoéw 1 alleli
analizowanego polimorfizmu w genie ACTN3 w sportach wytrzymatosciowych (LD,
n=147) oraz szybkosciowo-sitowych (SD+LIFT, n=212), wzgledem grupy kontrolne;j
(K, n=281). Zostaly zaobserwowane istotne statystycznie roznice dla polimorfizmu
genu ACTN3. Czgstos¢ genotypow, ale nie alleli, roznita si¢ istotnie pomigdzy grupa
LD 1 grupg kontrolng dla kazdego z trzech analizowanych modeli genetycznych
(tj. ogolnego — XX vs RX vs RR, dominujacego - RR+RX vs XX oraz recesywnego -
RR vs XX+RX). Czestos¢ wystgpowania genotypu XX u sportowcoOw (LD)
w odniesieniu do kontroli byta ponad 2,5 razy wigksza w porownaniu do nosicieli allelu
R (OR=2,58, 95% CI 1,59-4,18, p=0,00009), podczas gdy stosunek sportowcéw (LD)
do kontroli ws$rdd nosicieli allelu X (XX+RX) byl ponad 3 krotnie wigkszy
w poréwnaniu do homozygot RR (OR=3,08, 95% CI 1,90-4,98, p<0,0001). Czestos¢
genotypOéw ACTN3 wsrdd sportowcdéw rywalizujgcych w dyscyplinach wymagajacych
szybkosci 1 sity (SD+LIFT) nie roznifa si¢ istotnie w pordwnaniu do grupy kontrolnej.
Zaobserwowano natomiast roznicg w czgstosci alleli na korzys¢ allelu R w grupie
SD+LIFT (71,2 % vs 64,9%, p=0,037, OR=1,34, 95% CI 1,02-1,75).

75



Tabela 5. Czestos$ci genotypéw i alleli polimorfizméw ACE u sportowcow i w grupie kontrolnej
z uwzglednieniem dyscyplin sportowych

| ID DD | 5
Grupa p vs Kon p vs Kon
(n=141) | (n=309) | (n=190) (n=591) | (n=689)
p=0,040
LDC
.- >1 43 _ 73 137
(n=105) | (105%) | 486%) | @0.9%) | PO | aagu) | es.ow) | OOV
prec=0,024
p<0,0001
LDS
27 15 0 69 15
(n=42) | (643%) | (357%) | (0%) Poow=0,00002 | o) o | (17 oy | 00001
prec<0,0001
LIET p=0,899
17 38 22 B 79 82
(e7n) | (221%) | (49.4%) | (286%) | PO | geuey | (5320 | OO
prec=0,731
p=0,009
sDC
. 15 18 17 51
(n=34) | (2.9%) | (441%) | (52,9%) Poow=0010 | o nois | (75,006 | ©:002
prec=0,014
p=0,069
SDS
28 53 20 _ 109 93
(n=101) | (27.7%) | (52.5%) | (19,8%) Poon=0.032 | (54 006 | 46.0%) | 0%
prec=0,123
Kon 57 137 87 251 311
_ (20,3%) | (48,8%) | (30,9%) 44.7%) | (55.3%)
(n=281)

LDC — dlugodystansowi kolarze; LDS — dtugodystansowi ptywacy; LIFT — sztangisci;
SDC - krétkodystansowi kolarze; SDS — krétkodystansowi ptywacy; Kon — grupa
kontrolna; poom — I1+1D versus DD, prec — DD+ID versus Il, ppom — XX+RX versus
RR, prec — RR+RX versus XX
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Tabela 6. Czestosci genotypow i alleli polimorfizméw ACTN3 u sportowcow i w grupie kontrolnej
z uwzglednieniem dyscyplin sportowych

XX RX RR X R
Grupa p vs Kon p vs Kon
G109 | (@) | (2] (n=436) | (n=844)
p=0,00001
LDC
32 >4 19 _ 83 127
(n=105) | (30.5%) | (51,4%) | (18.1%) Poow=0,00003 | 39 o | 60506y | 020
prec=0,0004
p=0,005
LDS
13 21 8 34 50
(n=42) | (30.9%) | (50,0%) | (19.1%) Poon=0.006 | 5 cogy | (s0.506) | 0338
prec=0,008
LIFT p=0.148
12 25 40 64 %0
erny | 156%) | (325%) | 519%) | PO aeon) | ssas) | O
prec=0,828
p=0,596
sDC
5 18 11 B 21 47
(n=34) | (14.7%) | (52.9%) | (32,4%) Poov=0.335 1 (30.096) | (69,2%) | P
prec=0,084
p=0,0001
SDS
06 33 37 165
g =
(n=101) 2P0 (esa0) | @270 | PPN (1830 | (eLTe) | 00
prec=0,0006
Kon 41 125 115 197 365
— ,070 , 9070 , 0 ’ b 9%
(n=281) | (14.6%) | (44.5%) | (40,9%) (35,1%) | (64,9%)

LDC — dlugodystansowi kolarze; LDS — dtugodystansowi ptywacy; LIFT — sztangisci;
SDC - krétkodystansowi kolarze; SDS — krotkodystansowi ptywacy; Kon — grupa
kontrolna; poom — I1+ID versus DD, prec — DD+ID versus I, ppom — XX+RX versus
RR, prec — RR+RX versus XX
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W Tabeli 6 zestawiono wyniki poréwnania genotypow i alleli z uwzglgdnieniem
podzialu na poszczegoélne dyscypliny sportowe. Dla polimorfizmu ACTN3 istotne réznice
w czgstosci genotypow zaobserwowano dla grup LDC, LDS i SDS, podczas gdy roznice
w czestosci alleli stwierdzono jedynie dla grupy SDS. W analizie genotypowej stwierdzono
(w poréownaniu do grupy kontrolnej) nadreprezentacje genotypow zawierajacych allel X
w grupach sportowcow rywalizujacych na dhlugich dystansach (LDC: model dominujacy
(XX+RX) — 81,9% vs 59,1%, poom=0,00003, model recesywny (XX) — 30,5% vs 14,6%,
Prec=0,0004; LDS: model dominujgcy (XX+RX) — 80,9% vs 59,1%, poom=0,006, model
recesywny (XX) — 30,9% vs 14,6%, prec=0,008). Jednak nadreprezentacja allelu X
w stosunku do grupy kontrolnej nie byla istotna statystycznie (LDC: 39,5% vs 35,1%,
p=0,250; LDS: 40,5% vs 35,1%, p=0,333). Nadreprezentacj¢ allelu R w stosunku do grupy
kontrolnej stwierdzono w$rdd sportowcoéw rywalizujacych na krotkich dystansach, ale tylko
wsrod pltywakow (SDS) réznica w czgstosci alleli osiggneta istotno$¢ statystyczng (81,7% vs
64,9%, p=0,0001). Dodatkowo w tej grupie zaobserwowano ponad 7-krotnie mniejszg

czestos¢ genotypu XX w poréwnaniu do grupy kontrolnej (1,9% vs 14,6%, prec=0,0006).
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3.3. Analiza oddzialywan miedzygenowych dla kombinacji genotypow I/D ACE
oraz R577X ACTN3

W Tabeli 7 przedstawiono wyniki analizy odzialywan miedzygenowych dla
trzech modeli genetycznych, tj. kodominujacego (ACE: Il vs ID vs DD, ACTN3: XX vs
RX vs RR), dominujacego (ACE: II+ID vs DD, ACTN3: XX+RX vs RR) oraz
recesywnego (ACE: Il vs DD+ID, ACTN3: XX vs RR+RX), dla dwdch zmiennych
zaleznych ~ dychotomicznych  (dwustanowych), bedacych  odzwierciedleniem
przynalezno$ci do grupy sportowcow lub do grupy kontrolnej (LD vs K, SD+LIFT vs
K).

Poréwnanie sportowcow nalezacych do grupy LD z grupa kontrolng ujawnito
istnienie interakcji pomi¢dzy dwoma badanymi genami przy zalozeniu modelu
kodominujacego (Wykres 1, ¥>=17.3, df=4, p=0,002) oraz dominujacego (Wykres 2,
¥?=6,04, df=1, p=0,014) dla tych gendéw, ale nie dla modelu recesywnego (Wykres 3,
¥?=2,13, df=1, p=0,145).

25 1*=17,3,dt=4, p=0,002
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Wykres 1. Analiza interakcji pomiedzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcow z grupy LD w poréwnaniu do
grupy kontrolnej przy zastosowaniu modelu kodominujacego
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Tabela 7. Interakcja pomiedzy genotypami ACE i ACTN3

RR RX XX
ACE x ACTN3 pvsK
n | OR(95%CI) | n | OR(95%CI) | n | OR(95% Cl)
1,05 3,06
DD | 14 10 18 1 (0.46-2.40) 1T wossom
0,002 (K)
LD
0,18 1,93 1,94
’ ' ' 14 (D
(n=147) ID | 4 (0,05-0,58) 41 (0,92-4,06) 21 (0,84-4,51) 0,014 (D)
0,145 (R)
0,98 1,38 6,50
e (0,36-2,63) 16 (0,58-3,29) 13 (1,95-21,65)
0,65 1,07
bD | 29 10 23 1 (032-131) 8 (0,37-3,13)
0,098 (K)
SO ID | 39 083 58 1,32 9 040 0,180 (D)
(n=212) (0,44-1,56) (0,71-2,45) (0,16-0,99) ’
0,799 (R)
0,84 1,17 0,48
I 16 (0,38-1,88) 28 (0,57-2,38) 2 (0,09-2,67)
DD | 35 - 43 - 9 -
Kon
ID 57 - 53 - 27 - ---
(n=281)
I 23 - 29 - 5 -
LD - LDC+LDS (dlugodystansowi kolarze 1 dlugodystansowi ptywacy);

SD+LIFT — krotkodystansowi kolarze,

krétkodystansowi plywacy (SDC+SDS)
i sztangisci; Kon — grupa kontrolna; K — model kodominujacy, D — model dominujacy,
R — model recesywny (w odniesieniu do alleli | oraz X)
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45 1 1%=6,04,df=1, p=0,014

o L

DD:RR DD:XX+RX IIHID:RR  IIHID:XXARX

Wykres 2. Analiza interakcji pomie¢dzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcow z grupy LD w poréwnaniu
do grupy kontrolnej przy zastosowaniu modelu dominujacego

29 2=2.13,df=1, p=0.145
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Wykres 3. Analiza interakcji pomiedzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcow z grupy LD w poréwnaniu do grupy
kontrolnej przy zastosowaniu modelu recesywnego

Dla modelu kodominujgcego wartos$ci ilorazu szans miescity si¢ w zakresie 0,18
(dla kombinacji genotypow ID:RR) i 6,50 (dla I1:XX, Wykres 1) oraz w zakresie 0,41
(II+ID:RR) i 2,00 (II+ID:XX+RX) w przypadku modelu dominujacego (Wykres 2).
Stosunek sportowcoOw (LD) do kontroli wsrdd oséb o uktadzie genotypowym II: XX byt
6,5 razy wigkszy w porownaniu do podwojnych homozygot DD:RR (OR=6,50, 95% ClI
1,95-21,65, p=0,002 [dwustronny dokladny test Fischera]), podczas gdy stosunek
sportowcow (LD) do kontroli wérdéd oséb o genotypie ID:RR byt ponad 5,5 krotnie
mniejszy w poréwnaniu do podwojnych homozygot DD:RR (OR=0,18, 95% CI 0,05-
0,58, p=0,034 [dwustronny dokladny test Fischera]). Nie stwierdzono natomiast
interakcji dla zmiennej odzwierciedlajacej przynalezno$¢ do grupy sportowcow

(SD+LIFT) lub do grupy kontrolnej (model kodominujacy, y?>=7,82, df=4, p=0,098,
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Wykres 4; model dominujacy, ¥?=1,79, df=1, p=0,180, Wykres 5; model recesywny,
¥?=0,065, df=1, p=0,799, Wykres 6).

3.5 ¥2=7.83, df=4, p=0,098
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WyKkres 4. Analiza interakcji pomiedzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcow z grupy SD+LIFT
w poréwnaniu do grupy kontrolnej przy zastosowaniu modelu kodominujacego

2 ¥2=1,79, dt=1, p=0,180
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Wykres 5. Analiza interakcji pomiedzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcéw z grupy SD+LIFT w poréwnaniu
do grupy kontrolnej przy zastosowaniu modelu dominujacego
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v*=0,065, df=1, p=0,799
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Wykres 6. Analiza interakcji pomiedzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcow z grupy SD+LIFT
w poréwnaniu do grupy kontrolnej przy zastosowaniu modelu recesywnego

Wyniki analizy interakcji ACE x ACTN3 dla poszczegolnych dyscyplin
(z wyjatkiem grup LDS i SDC, ze wzgledu na niedostateczng liczebno$¢ grup,
odpowiednio 42 i 34) przedstawiono w Tabeli 8 oraz na wykresach 7-15.

Analizujac grupe LDC wchodzaca w sktad grupy LD stwierdzono istotne
interakcje dla kazdego rozpatrywanego modelu genetycznego: kodominujacego,
x2:29,3, df=4, p=0,000007 (Wykres 7), dominujacego, x2:8,58, df=1, p=0,003 (Wykres
8); recesywnego, ¢?=3,98, df=1, p=0,046 (Wykres 9). Wartosci ilorazu szans miescity
si¢ w przedziale 0,52 (II:RX)-3,06 (DD:XX) dla modelu kodominujacego (Wykres 7),
0,16 (11+1D:RR)-1,39 (DD:XX+RX) dla modelu dominujacego (Wykres 8) oraz 0,64
(I:RR+RX)-2,70 (DD+ID:XX) dla modelu recesywnego (Wykres 9).

12=29.3, df=4, p=0,000007
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Wykres 7. Analiza interakcji pomiedzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcéw z grupy LDC w poréwnaniu
do grupy kontrolnej przy zastosowaniu modelu kodominujacego
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Tabela 8. Interakcja pomiedzy ACE i ACTN3 z uwzglednieniem poszczegélnych dyscyplin

RR RX XX
ACE x ACTN3 p vs Kon
n OR (95% ClI) n OR (95% Cl) n OR (95% ClI)
1,05 3,06
DD 14 10 18 (0,46-2,40) 1 (1,04-8,97)
0,000007 (K)
LDC
1,42 1,94
1 1 D
. ID 0 0 30 (0,66-3,04) 21 (0,84-4,51) 0,003 (D)
0,046 (R)
0,54 0,52
. S (0,17-1,71) 6 (0,18-1,52) 0 0
0,19 1,79
DD 13 10 8 (0,05-0,71) 6 (0,53-6,04)
0,028 (K)
LIFT
0,85 0,71 0,60
ID 1 ' 14 ’ ! 0,436 (D
(n=77) 8 (0,37-1,95) (0,30-1,69) 6 (0,20-1,78) ©)
0,076 (R)
1,05 0,74
. S (0,39-1,86) 8 (0,27-2,04) 0 0
1,90
DD 6 1,0 14 (0,66-5,46) 0 0
0,099 (K)
SDS
2,15 3,52
' ’ 0,851 (D
(n=101) D 21 (0,79-5,84) 32 (1,33-9,30) 0 0 ©)
0,009 (R)
I 6 1,52 20 4,02 ’ 2,33
(0,44-5,30) (1,43-11,34) (0,37-14,92)
DD 35 - 43 - 9 -
Kon
ID 57 - 53 - 27 -
(n=281)
I 23 - 29 - 5 -

LDC — dlugodystansowi kolarze; LIFT — sztangisci; SDS — krotkodystansowi pltywacy;
Kon — grupa kontrolna, K — model kodominujacy, D — model dominujacy, R — model

recesywny (w odniesieniu do alleli I oraz X)
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Wykres 8. Analiza interakcji pomiedzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcéw z grupy LDC w poréwnaniu
do grupy kontrolnej przy zastosowaniu modelu dominujgcego

43 ] 72=3,98, df=1, p=0,046
33

3 -
2,5 A

15 -
051 " '

0 T T T 1

q&xq:j’ Q.ﬁ_‘{" Qggg}' \\"i"
N
&

Wykres 9. Analiza interakcji pomiedzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcow z grupy SD+LIFT
w poréwnaniu do grupy kontrolnej przy zastosowaniu modelu recesywnego

Z kolei, analizujgc grupy LIFT 1 SDS, wchodzace w sklad grupy SD-+LIFT
ujawniono interakcje dla modelu kodominujacego (LIFT vs K, ¥>=10,9, df=4, p=0,028,
Wykres 10) oraz recesywnego (SDS vs K, %?=6,78, df=1, p=0,009, Wykres 15).
W pozostalych przypadkach nie stwierdzono istotnej interakcji pomiedzy genami
(Wykresy 11-14).
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Wykres 10. Analiza interakcji pomiedzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcéw z grupy LIFT w poréwnaniu
do grupy kontrolnej przy zastosowaniu modelu kodominujacego
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Wykres 11. Analiza interakcji pomiedzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcéw z grupy LIFT w poréwnaniu
do grupy kontrolnej przy zastosowaniu modelu dominujgcego
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Wykres 12. Analiza interakcji pomiedzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcow z grupy LIFT w poréwnaniu
do grupy kontrolnej przy zastosowaniu modelu recesywnego
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Wykres 13. Analiza interakcji pomie¢dzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcéw z grupy SDS w poréwnaniu
do grupy kontrolnej przy zastosowaniu modelu kodominujacego

8 7 v2=0,035, df=1, p=0.851
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Wykres 14. Analiza interakcji pomiedzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcéw z grupy SDS w poréwnaniu
do grupy kontrolnej przy zastosowaniu modelu dominujacego
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Wykres 15. Analiza interakcji pomiedzy genotypami ACE i ACTN3 u sportowcow z grupy SDS w poréwnaniu
do grupy kontrolnej przy zastosowaniu modelu recesywnego
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4. Dyskusja

Istota przeprowadzonych badan byla weryfikacja nastepujacych hipotez

badawczych:

1.

Genotyp Il genu ACE wystepuje w sposOb statystycznie istotny czg$ciej wsrod
polskich  sportowcéw  realizujacych ~ wysitki  startowe o  charakterze
wytrzymato$ciowym w stosunku do grupy kontrolnej oraz do polskich sportowcow
realizujgcych wysitki startowe o charakterze szybkosciowo-sitowym.

Genotyp XX genu ACTN3 wystepuje w sposob statystycznie istotny czgsciej wirod
polskich  sportowcéw  realizujacych  wysitki  startowe o  charakterze
wytrzymato$ciowym w stosunku do grupy kontrolnej oraz do polskich sportowcow
realizujacych wysitki startowe o charakterze szybkosciowo-sitowym.

Genotyp DD genu ACE wystepuje w sposob statystycznie istotny czgsciej wsrod
polskich sportowcow realizujacych wysitki startowe o charakterze szybkos$ciowo-
sitowym w stosunku do grupy kontrolnej oraz do polskich sportowcow
realizujacych wysitki startowe o charakterze wytrzymato§ciowym.

Genotyp RR genu ACTN3 wystepuje w sposob statystycznie istotny czgsciej wsrod
polskich sportowcow realizujacych wysitki startowe o charakterze szybkosciowo-
sitowym w stosunku do grupy kontrolnej oraz do polskich sportowcow
realizujacych wysilki startowe o charakterze wytrzymatosciowym.

Czestotliwo$¢ wystgpowania okreslonych kombinacji genotypow polimorfizmow
gendéw ACE i ACTN3 jest charakterystyczna dla sportowcow realizujgcych rozne
wysitki startowe, co potwierdzone jest przez istotnie statystycznie wigksza
czestotliwos¢ wystgpowania kombinacji genotypow II ACE i XX ACTN3 wsrod
polskich  sportowcow  realizujagcych ~ wysitki  startowe o  charakterze
wytrzymato$ciowym oraz kombinacji genotypéw DD ACE i RR ACTN3 wsrod
polskich sportowcow realizujgcych wysitki startowe o charakterze szybkosciowo-
sitowym.

Wstepny test diagnostyczny skonstruowany z wykorzystaniem uktadu dwoch
polimorfizmow (I/D genu ACE oraz R577X genu ACTN3) moze by¢ stosowany
jako test wspomagajacy w procesie doboru do sportu, bedac zrodtem dodatkowych
informacji o predyspozycjach osobniczych do wykonywania wysitkow

o charakterze wytrzymato$ciowym i szybkosciowo-sitowym.

Ponizej przedstawiono efekty weryfikacji powyzszych hipotez.
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4.1. Czestos¢ genotypu ACE Il u zawodnikéw realizujacych wysitki startowe

o charakterze wytrzymalo$ciowym

Gen ACE kodujgcy konwertaze angiotensynowa jest jednym z najlepiej
przebadanych w  kontek$cie osiggania  wysokich wynikbw w  sportach
wytrzymato$ciowych. Liczne publikacje wskazuja na istotne znaczenie allelu I
w dyscyplinach wymagajacych dhugotrwalego wysitku, takich jak wspinaczka
wysokogorska, biegi dlugodystansowe czy wioSlarstwo (Cieszczyk i wsp., 2009;
Hruskovicova i wsp., 2006; Montgomery i wsp., 1998).

W prezentowanej pracy, w grupie sportowcoéw wytrzymatosciowych (LD) nie
znaleziono istotnej statystycznie rdéznicy w rozktadzie genotypow ACE I/D
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p=0,418). Jednak rozpatrujgc te grupe z podziatem
na poszczegdlne dyscypliny zarysowuja si¢ takowe roznice. W  grupie
dlugodystansowych kolarzy LDC (n=105), rozktad genotypow rdznit si¢ znaczaco
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p=0,04). Rozktad alleli réwniez (p=0,013).
Jednakze zaskakuje niska czestotliwo$¢ wystgpowania genotypu II w pordwnaniu do
grupy kontrolnej (10,5% vs 20,3%) w sporcie typowo wytrzymalo$ciowym, jakim jest
kolarstwo dtugodystansowe. Co ciekawe, bardzo zblizony procentowy udzial genotypu
IT otrzymal Muniesa i wspotautorzy (2010) badajac grupe swiatowej klasy wioslarzy
wagi lekkiej (10,3%). Z kolei badania Lucia i wspotautorow (2006) wskazuja na wyzsze
wystepowanie genotypu DD w grupie pigc¢dziesieciu $wiatowe] klasy hiszpanskich
kolarzy w poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz grupy biegaczy klasy olimpijskiej.
Podobna prawidtowo$¢ zarysowuje si¢ w rozktadzie alleli, gdzie allel D wystepuje
znacznie czescie] w grupie kolarzy niz biegaczy (65% vs 46,3%), co jest bardzo
zblizone do czegstosci wystepowania allelu D w niniejszej pracy rownej 65,2%. Czestos¢
allelu D rowna 63,51% otrzymano rowniez u kolarzy w populacji iranskiej (Shahmoradi
I wsp., 2014). Obserwacje te thumaczy si¢ twierdzeniem, ze prawdopodobnie kolarstwo
jest kombinacjg wysitku wytrzymatosciowego i sitowego (Lucia i wsp., 2001;
Maron i Pelliccia, 2006). Bazujac na literaturze oraz powyzszych wynikach mozna
przypuszczac, ze to allel D, a nie I odgrywa istotng role w osigganiu wysokich wynikow

w kolarstwie (Lucia i wsp., 2006; Shahmoradi i wsp., 2014).

Z kolei Alvarez i wspotautorzy (2000) w grupie szesédziesieciu elitarnych

sportowcow, w tym 25 kolarzy, zauwaza czgstsze wystepowanie allelu 1. Wyniki te sg
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w opozycji do wyzej przytoczonych, prawdopodobnie ze wzglgdu na heterogeniczny
charakter badanej grupy, sktadajacej si¢ z kolarzy, biegaczy i pitkarzy recznych.
Ponadto zbyt mata liczebno$¢ cyklistow nie pozwala na wyciagni¢cie rzetelnych
wnioskoéw. Badania Shahmoradiego i wspotautoréw (2014) podobnie jak poprzednie
wskazuja na czestsze wystepowanie allelu [ w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W tym
przypadku badania réwniez oparte byly na grupie sportowcow z wielu dyscyplin. Jak
wczesniej zasugerowano rzetelne, wyniki mozna uzyska¢ jedynie badajac
homogeniczng grupe sportowcOw 0 najwyzszym poziomie sportowym, uprawiajacych

jedna dyscypling (Woods i wsp., 2001).

Zupelie inacze] wyglada rozktad genotypow w grupie dlugodystansowych
ptywakow (LDS, n=42). Czesto$¢ wystepowania genotypdéw rézni si¢ znacznie od
grupy kontrolnej (p<0,0001). W oczy rzuca si¢ znacznie wyzszy, procentowy udziat
genotypu Il w poréwnaniu do grupy kontrolnej (64,3% do 20,3%) a takze zupetny brak
osOb z genotypem DD. Roéznice zaznaczaja si¢ rowniez w rozktadzie alleli, gdzie
znacznie czesciej wystepuje allel I (82,1%) niz allel D (17,9%). Otrzymane wyniki sg
zgodne z otrzymanymi przez Myersona i wspotautorow (1999), ktory wykazal
zwigkszajacy si¢ czesto$¢ allelu I u os6b pokonujacych diuzszy dystans. Czesto$¢
wystgpowania allelu I w niniejszej grupie dlugodystansowych ptywakéw (LDS),
wynoszaca 64,3%, jest bardzo zblizona do otrzymanej w grupie biegaczy
rywalizujacych na dystansie ponad 5000 m, réwnej 62% (Myerson i wsp., 1999).
Ptywania dotycza rowniez badania Tsianosa i wspotautorow (2004), przeprowadzone
na grupie 35 ptywakow startujacych na dystansach powyzej 1 km. Wykazano znacznie
czestsze wystepowanie allelu 1 (59%) w grupie dlugodystansowcow (dystans 25 km)
w porownaniu do startujacych na dystansach od 1 do 10 km (29%). Jednoznaczny obraz
wynikow zaburza jedna z publikacji Wanga i wspotautorow (2013), w ktorej
to wykazano znacznie czgstsze wystepowanie allelu I w grupie ptywakoéw na krotkich
dystansach w populacji wschodnio-azjatyckiej. Zwigzane jest to z faktem, iz
czestotliwos¢ allelu 1 wsrod Chinczykow 1 Japonczykow wynosi odpowiednio 0,3 oraz
0,4 (Ishigami i wsp., 1995). W zwigzku z tym oddzialywanie polimorfizmu ACE ID
moze by¢ odmienne niz jest to w przypadku rasy kaukaskie;j.

Allel 1 genu ACE wydaje si¢ by¢ ciekawym kandydatem na marker genetyczny
powigzany z wysokimi osiggni¢ciami w sporcie. Taka zalezno$¢ to prawdopodobnie

wynik jego wptywu na mechanizmy zwigzane z utrzymaniem zdrowia uktadu krazenia,
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poprawg wydolnosci tlenowej (Rankinen i wsp., 2000a), czy poprawa wydajnosci
mig$niowej (Folland i wsp., 2000). Prob¢ odpowiedzenia na pytanie czy allel I
determinuje osiggni¢cia w dyscyplinach wytrzymatosciowych podj¢to wielu badaczy.
Jednoznaczne wyniki otrzymano w kilku badaniach dotyczacych wio$larstwa. W grupie
australijskich wio$larzy (Gayagay i wsp., 1998) dowiedziono czgstsze wystepowanie
allelu I w poréwnaniu do grupy kontrolnej (57% do 43%, P<0,02). Tak samo jak
w populacji polskich wio$larzy (56.3 % vs. 44.3 %, P = 0.038) (Cigszczyk i wsp.,
2009). Rowniez w populacji hiszpanskiej stwierdzono, ze profil poligeniczny opierajgcy
si¢ migdzy innymi na genie ACE faworyzuje i odrdznia najlepszych wioslarzy wagi

lekkiej od og6lnej populacji (Muniesa i wsp., 2010).

W przypadku biegéw dtugodystansowych juz wcze$niej wspomniany Myerson
zauwazyt zwigkszajaca si¢ czestos¢ allelu I wraz z przebiegnietym dystansem (Myerson
i wsp., 1999). Podobne wnioski wysuwa Hruskovicova i wspotautorzy (2006), testujac
populacje dlugodystansowych biegaczy. Wyniki jej badan wskazuja na zwigkszone
wystepowanie allelu I w grupie biegaczy plasujacych si¢ na miejscach od 1 do 50

w biegu maratonskim.

Pomimo licznych publikacji ukazujacych wplyw polimorfizmu genu ACE
na wyniki sportowe, liczne badania zaprzeczaja istnieniu takiej zaleznosci.
Juz Rankinen i wspotautorzy w badaniach z 2000 roku (Rankinen i wsp., 2000b),
przeprowadzonych na grupie 192 sportowcow, pochodzacych z czterech krajow
1 reprezentujacych 6 dyscyplin wytrzymato$ciowych stwierdza, ze polimorfizm ACE ID
nie jest wyznacznikiem wytrzymalosci krazeniowo-oddechowej 1 nie wplywa
na wydajno$¢ w sporcie. Podobne wnioski wyciagnat Scott i wspotautorzy (2005)
badajac populacje kenijskich biegaczy dlugodystansowych. Holdys i1 wspoétautorzy
(2011) z kolei wskazata na brak zwigzku polimorfizmu ACE ID z warto$ciami VOmax
w populacji polskiej.

W ostatnich latach opublikowano wiele badan bazujacych na bardzo licznych
grupach ztozonych z kilku populacji. Publikacja Papadimitriou i wspotautorow (2018)
dotyczaca 698 biegaczy z trzech kontynentow zaprzecza jakoby polimorfizm ACE ID
byl powigzany z czasami ukonczenia biegdéw na dhugich dystansach — od 1500 m
do maratonu. Rankinen i wspoétautorzy (2016) w réwnie obszernej publikacji, opartej

na sportowcach z czterech kontynentow, po przebadaniu 45 markerow genetycznych
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(w tym genu ACE), wskazuje na brak konkretnego wariantu okreslajacego model
swiatowej klasy zawodnika wytrzymato$ciowego.

Jak wida¢ rozbiezno$¢ otrzymanych w literaturze wynikoOw nie pozwala
jednoznacznie stwierdzi¢ czy allel I jest rzetelnym markerem stuzagcym do okreslenia
talentu sportowego. Wyniki przemawiajace za, otrzymane byly zazwyczaj w badaniach
na niewielkiej grupie sportowcow jednej populacji. Natomiast wyniki zaprzeczajace, to
badania mi¢gdzynarodowych konsorcjow jak np. GWAS, oparte na liczonych w setkach
1 tysigcach grupach badanych. Moze to by¢ zwigzane z tym, ze zmienno$¢
migdzyosobnicza zwigzana z wytrzymatoscia jest wynikiem wplywu wielu znanych, ale
i rzadkich wariantow genetycznych, z ktorych zadnemu jeszcze nie zostata przypisana
istotno$¢ na poziomie genomu lub nie byt konsekwentnie replikowany (Papadimitriou

i wsp., 2018).

4.2. Czestos¢ genotypu ACTN3 XX u zawodnikow realizujacych wysilki startowe

o charakterze wytrzymalo$ciowym

Jednym z najcze$ciej badanych w kontekscie talentu sportowego zar6éwno
w sportach szybkosciowych, jak i wytrzymato$ciowych jest gen ACTN3. Alfa-aktynina
3 jest sktadnikiem prazkow Z w sarkomerze, gdzie taczy cienkie filamenty aktynowe,
wspierajac tworzenie swoistej sieci oraz koordynujac skurcze miofibrylli (Mills, 2001).
Jednoczesnie gen ACTN3, mianowany czesto ,,genem szybkosci”, réwniez brany jest
pod uwage w  kontekScie predyspozycji  genetycznych do  wysitkéw
wytrzymato$ciowych. W literaturze, czgsto przypisuje si¢ allelowi X (ktérego obecno$é¢
jest powigzana z nie powstawaniem prawidlowej alfa-aktyniny 3) zwigzek

z osiggnigciami na dhugich dystansach (Yang i wsp., 2003).

Wczesniej przeprowadzone badania na myszach z zablokowanym
(znokautowanym) genem ACTN3 byly probg odwzorowania braku alfa-aktyniny 3
w ludzkim organizmie (MacArthur i North, 2007). Myszy takie wykazaty wyzsza ilo§¢
enzymow oksydacyjnych oraz nizsza aktywnos$¢ enzymow zaangazowanych w §ciezki
beztlenowe. Wieksza kumulacja glikogenu oraz zmiana wlasciwosci wiokien
mieg$niowych dostosowanych do spowolnionego metabolizmu moga by¢ znakami

przystosowania si¢ do wysitku wytrzymatosciowego (MacArthur i North, 2007).
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Zarowno w grupie dlugodystansowych kolarzy, jak i ptywakéw znaleziono
roznice w rozktadzie genotypéw ACTN3 R577X w porédwnaniu do grupy kontrolnej,
przy p=0,00001 dla kolarzy 1 p=0,005 dla ptywakow. Uwage zwraca czestosc
wystepowania genotypu XX, ktérego procentowy udzial to 30,5% u kolarzy i 30,9%
u ptywakow. Sa to wartosci podwojnie przewyzszajace czesto$¢ wystepowania

genotypu XX w grupie kontrolnej, wynoszacg 14,6%.

Przyblizone wyniki do uzyskanych opublikowat Eynon i wspotautorzy (2009).
Zanotowal czestsze wystgpowanie genotypu ACTN3 577XX w grupie sportowcow
wytrzymato$ciowych (34%) w odniesieniu do grupy kontrolnej (18%) 1 grupy
sprinterow (13%).

Zupelie inaczej wyglada rozktad genotypow ACTN3 R577X w populacji
afrykanskiej, uwazanej za jedna =z najbardziej =znaczacych w  biegach
dhlugodystansowych. Rozktad genotypow elitarnych biegaczy nie roznit si¢ istotnie od
grupy kontrolnej. W badaniach Yang’a i wspotautoréw (2007) genotyp XX wsrod
Nigeryjezykow w ogole si¢ nie pojawil, w populacji Kenijczykdéw osiagnal poziom
ok. 1%, a u Etiopczykow wyniost 11%. Moze to wskazywaé na to, iz brak
a-aktyniny 3 nie jest determinanta wysokich wynikow afrykanskich biegaczy,

u ktorych by¢ moze kluczowe sg inne warianty genetyczne.

Whbrew wynikom niniejszej pracy, kilka kolejnych publikacji wskazuje na brak
zwigzku polimorfizmu ACTN3 R577X z wynikami w sportach wytrzymatosciowych
(Ahmetov i wsp., 2008; Lucia i wsp., 2006). W populacji rosyjskich sportowcow
dowiedziono, iz zarowno genotyp XX (5.7% vs. 14.5%; P < 0.0001) jak i allel X
(33.2% vs. 39.0%; P = 0.0025) wystepuja znacznie rzadziej w grupie wioSlarzy
w porownaniu do grupy kontrolnej (Ahmetov i wsp., 2008). Ponadto, zaden z wysoce
elitarnych sportowcoéw nie posiadat genotypu XX. Wbrew oczekiwaniom to zawodnicy
o genotypie RR, a nie jak wczesniej przypuszczano XX, osiggali lepsze czasy

w wyscigach dlugodystansowych niz ci z genotypem RX czy XX.

Z literatury wynika, ze genotyp ACTN3 R577X nie wplywa na wybitnie
wytrzymato$ciowy wysitek, jakim jest kolarstwo szosowe (Lucia i wsp., 2006).
W badaniach Lucii i wspotautorow (2006) czestos¢ genotypu XX wyniosta 17,9%
w grupie kontrolnej i 26% u kolarzy. Chociaz wyniki wykazujg podobng tendencje

do otrzymanych w niniejszej pracy, to nie osiggnety one poziomu istotnosci
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statystycznej (p>0,05). W zwiazku z tym mozna przypuszczac, ze kolarze z a-aktyning
3, jak 1 jej brakiem w mig$niach, moga osigga¢ najlepsze, $wiatowe wynikKi
w prestizowych wyscigach. Oba genotypy moga réwniez dostarcza¢ korzysci dla

kolarzy wytrzymatosciowych (Lucia i wsp., 2006).

Brak wplywu ACTN3 na wyniki w sportach wytrzymatosciowych zanotowano
rowniez w triatlonie. W badaniach Saunders i wspotautorow z 2007 roku wsrod
dziesiatki najlepszych sportowcow zaledwie trzech posiadato genotyp XX, natomiast

siedmiu pozostatych RR.

Badania na polskiej populacji topowych wio$larzy rowniez nie wskazuja
na znaczenie genu ACTN3 w osigganiu wysokich wynikow (Cigszczyk i wsp., 2012).
Genotyp XX wystepowat znaczaco rzadziej w grupie sportowcoéw niz grupie kontrolnej
(6,4 % vs 15%), jednakze ze wzgledu na heterogeniczno$¢ badanych grup nie mozna

powyzszych wynikéw odnies¢ do wynikdéw z niniejszej pracy.

Podazajac tropem sportdow indywidualnych zbadano rowniez wplyw
polimorfizmu R577X genu ACTN3 na osiagi w grach zespotowych. Pitka nozna jest
sportem, w ktérym mozemy wyodrebni¢ wysitki o rdznej intensywnos$ci. Dlatego tez
mozliwo$¢ generowania silnych skurczow z duza predkosciag moze by¢ czynnikiem
decydujacym o wynikach w tej dyscyplinie. Gen ACTN3 kodujacy a-aktyning 3 jest
pierwszym genem migsni szkieletowych, dla ktérego wykazano powigzanie pomigdzy
genotypem a wynikiem sportowym (McArthur i North, 2004 i 2007). Jak si¢ okazuje
moze on mie¢ istotny wptyw na wyniki w tak popularnej dyscyplinie jaka jest pitka
nozna. Przecigtny pitkarz podczas meczu pokonuje od 8000 do 12000 m. Wigkszos¢
tego dystansu to chod lub luzny bieg. Okolo 20 % stanowi bieg z maksymalng
lub submaksymalng predkoscia, wystepujacy zazwyczaj w decydujacych fazach meczu
(Santiago i wsp., 2007). W eksperymencie przeprowadzonym na grupie 60
profesjonalnych pitkarzy grajacych na najwyzszym poziomie, grupe kontrolng
stanowity 123 osoby nie zwigzane ze sportem oraz grupa 52 $wiatowe] klasy
sportowcow wytrzymatoSciowych (Santiago i wsp., 2007). Z otrzymanych danych
jednoznacznie wynika, Zze rozklad genotypu RX oraz RR jest znaczaco rozny
od rozkladu otrzymanego w grupie kontrolnej oraz w grupie sportowCOw
wytrzymatosciowych. Allel R wystepuje czesciej u przebadanych pitkarzy niz w grupie

kontrolnej i1 grupie sportowcoOw wytrzymalo$ciowych. A zatem wniosek, iz istnieje
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korelacja pomigdzy polimorfizmem ACTN3 R577X a statusem elitarnego pitkarza
wydaje si¢ by¢ trafny.

Brak zwigzku genotypu RR z osiggnigciami w sportach druzynowych sugeruja
jednak publikacje autorstwa naukowcow z trzech niezaleznych o$rodkow. Znaczacego
zwigzku nie uzyskano w grupie litewskich sportowcoéw (Gineviciene i wsp., 2011),
u walijskich rugbystow (Bell i wsp., 2012), jak réwniez w grupie wloskich zawodnikoéw
reprezentujacych rozne dyscypliny druzynowe (Sessa i wsp., 2011). Obszerne badania
Eynona i wspotautorow (2013) obejmujace sportowcow gier zespolowych z trzech
krajow takze sugerujg brak wplywu polimorfizmu genu ACTN3 na osiaggnigcia

sportowe.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, iz rozpatrujac grup¢ Sportowcow
wytrzymato$ciowych istotng zalezno$¢ uzyskano jedynie w rozktadzie alleli genu
ACTN3 R577X w poréwnaniu do grupy kontrolnej, co znajduje odniesienie
w literaturze (Eynon i wsp., 2009). Biorac pod uwage dwie wyselekcjonowane grupy
sportowcOw wytrzymatosciowych — kolarzy 1 plywakow uwidaczniaja si¢ roznice
w rozkladzie genotypow, zaré6wno dla polimorfizmu genu ACE ID, jak i ACTN3
R577X. Istotnej statystycznie roznicy nie mozna jedynie zanotowaé w rozktadzie alleli

wsrod obu dyscyplin.

Otrzymane dane sg zgodne z wcze$niej postawiong hipoteza jakoby genotypy Il
genu ACE oraz XX genu ACTN3 wystepowaly w sposob statystycznie istotny czesciej
wsrdd sportowcow realizujagcych wysitki startowe o charakterze wytrzymatosciowym
w stosunku do grupy kontrolnej, co pozwala na potwierdzenie tejze hipotezy na

podstawie przeprowadzonych analiz.

4.3. Czestos¢ genotypu ACE DD u zawodnikow realizujacych wysilki startowe

o charakterze szybkosSciowo-silowym

Gen ACE uznawany jest za bardzo istotny w kontekscie poszukiwania talentu
sportowego. Domniemywa si¢, ze ma on rowniez wptyw na funkcjonalny przerost lewej
komory serca (Hernandez i wsp., 2003; Montgomery, 1997). Badania Folland’a

i wspotautoroéw (2000) wskazuja na to, iz polimorfizm ACE moze wplywac
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na zwigkszenie sity u 0s6b poddanych treningowi. Dodatkowo, genotyp DD genu ACE

zostal uznany za wspierajacy wysitki szybkosciowo-sitowe (Puthucheary i wsp., 2011).

Rozktad genotypow ACE I/D obserwowany w grupie badanych w niniejszej
rozprawie doktorskiej sportowcow szybkosciowo-sitowych (SD+LIFT) nie roznit si¢
znaczagco od grupy kontrolnej. Jednakze biorgc pod uwage jedynie kolarzy
krétkodystansowych (SDC) mozemy zauwazy¢ istotng roznice w rozktadzie genotypoéw
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (11 2,9%, ID 44,1%, DD 52,9% vs Il 20,3%, ID
48,8%, DD 30,9%, p=0,009). Na uwagg¢ zastuguje fakt, iz tylko jeden kolarz posiadat
genotyp II. Costa i wspétautorzy (2009a) rowniez zanotowali podobng prawidtowosé
u elitarnych ptywakéw portugalskich - specjalizujacych si¢ w krotkich dystansach -
utrzymujac bardzo zblizony wynik genotypowania (0% II , 44% ID, 56% DD, p=0,021).
Istnieje rowniez istotny statystycznie trend wskazujacy na wigkszg czesto$¢
wystepowania allelu D w porownaniu do grupy kontrolnej (75% vs 62%). Stosunek
czestosci wystepowania alleli (75% D 1 25% I) jest bardzo zblizony do wcze$niej
otrzymanego przez Coste i wspotautorow (2009) (78% D i 22% 1). Jest to zgodne
z literatura, ktéra potwierdza znaczenie allelu D w osigganiu wysokich wynikéw

na dystansach sprinterskich (Costa i wsp., 2009a; Myerson i wsp., 1999).

Costa i wspotautorzy (2009a) wykazal czestsze wystepowanie allelu D wsrod
czotowych ptywakow-sprinterow portugalskich w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(78% vs 62%, p=0,029). Co wazne, zaden z objetych badaniem $wiatowe] klasy
plywakow nie miat genotypu II (wobec 16% w grupie kontrolnej). W innych badaniach
(Costa i wsp., 2009b) wykazatl istotny zwigzek genotypu DD oraz allelu D z sitg
mig$niowg — na podstawie sity uscisku dloni. Dodatkowo allel D wptywat
na zwigkszong sitg wuscisku dloni u kobiet =zaklasyfikowanych do grupy

wytrzymato$ciowej oraz na wyskok obun6z z zamachem (CMJ) u wszystkich kobiet.

Do podobnych wnioskow doszedt Myerson i wspoétautorzy (1999). Prowadzone
przez ten zesp6l badania na sprinterach wykazaty obecno$¢ genotypu DD u 45%
biegaczy, wobec 26% czestotliwo$ci wystepowania tego genotypu wykazanej
w populacji angielskiej. Istotne statystycznie byty takze roznice w wystepowaniu allelu
D (sprinterzy 65% vs kontrola 51%, p=0,009).

Podobne wnioski dotyczace polimorfizmu genu ACE opublikowat Woods

i wspotautorzy (2001). Wykazali oni znacznie wigkszg czestos¢ wystgpowania allelu D
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W grupie plywakoéw w poréwnaniu do grupy kontrolnej sktadajacej si¢ z rekrutow armii

brytyjskiej. Zalezno$¢ ta byta zauwazalna jedynie w grupie najlepszych sportowcow.

Tsianos i wspotautorzy (2004) dostrzegli z kolei czgstsze wystepowanie allelu D
u ptywakow startujacych na dystansie 1-10 km ,niz u rywalizujacych na dystansie 25km
(71% do 41%). Moze to wskazywac¢ na pozytywny wpltyw allelu D na generowanie

mocy w wysitkach o umiarkowanym czasie trwania.

Rowniez Nazarov i wspotautorzy (2001) zanotowali istotng roznice w rozktadzie
allelu D pomiedzy sportowcami rywalizujgcymi na krétkim dystansie a grupg kontrolng
(p=0,001). W tym przypadku wyrézniajacych sie krotkodystansowych ptywakow
roznice w rozktadzie genotypéw DD nie byly jednak istotne statystycznie (44% wsrdd

ptywakoéw do 24% w kontroli, p=0,113).

Biorac pod uwage rozktad genotypow ACE ID w grupach ci¢zarowcéw (LIFT)
i krotkodystansowych ptywakow (SDS) w poréwnaniu do grupy kontrolnej nalezy
stwierdzi¢, ze nie obserwowano istotnych statystycznie réznic. Czgsto$¢ wystepowania
genotypu DD w dwoch powyzszych grupach jest nizsza niz w grupie kontrolnej. Jak
weczesniej wspomniano (Woods i wsp., 2001) istotne r6znice pomigdzy grupa kontrolng
a sportowcami zaznaczajg si¢ najczesciej] w wyselekcjonowanej grupie sportowcow
najwyzszej klasy (z ang. elite). W zwigzku z tym, grupa uczestnikow Mistrzostw Polski
przebadanych na potrzeby niniejszej pracy wydaje si¢ nie prezentowac¢ odpowiednio

wysokiego poziomu sportowego, aby istotne roznice mogty si¢ pojawic.

Brak korelacji w niniejszym badaniu nie jest odosobnionym przypadkiem.
Dwoje z autorOw wskazuje na brak podobnych zaleznosci opierajac si¢ na testach
réznych populacji. Papadimitriou i wspoétautorzy (2009), wbrew wczesniejszym
doniesieniom (Papadimitriou i wsp., 2008), nie wykazali istotnego znacznie allelu D
w grupie greckich sportowcow szybkosciowo-sitowych. Z kolei Yang i wspotautorzy
(2007) wskazuje na brak réznic w rozktadzie genotypow u nigeryjskich sportowcow

szybkosciowo-sitowych a grupg kontrolna.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi€, iz opisane wyzej zalezno$ci pozostawiajg
duza dowolno$¢ w interpretacji wynikow. Zaleznosci w rozktadzie genotypow dla genu
ACE ID otrzymano u zaledwie jednej z trzech wyodrgbnionych grup -

krotkodystansowych kolarzy. Nie byly one dostrzegalne przy rozpatrywaniu ogolnej
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grupy sportowcoOw szybkosciowo-sitowych. Zaleznosci w rozktadzie genotypow dla
genu ACTN3 R577X otrzymano rowniez dla jednej z trzech wyselekcjonowanych grup
— krétkodystansowych ptywakow. Tu z kolei mozna bylo dostrzec roznicg w rozktadzie

alleli rozpatrujgc wszystkie trzy grupy razem.

W zwiazku z tym nalezy stwierdzi¢, ze na podstawie otrzymanych danych nie
mozna jednoznacznie potwierdzi¢ postawionej wczesniej hipotezy, jakoby genotypy
DD genu ACE oraz RR genu ACTN3 wystepowaly w sposob statystycznie istotny
czesciej wsrod sportowcow realizujacych wysitki startowe o charakterze szybkosciowo-

sitowym w stosunku do grupy kontrolne;.

4.4. Czestos¢ genotypu ACTN3 RR u zawodnikéw realizujgcych wysilki startowe

o charakterze szybkos$ciowo-sitowym

Polimorfizm R577X w genie ACTN3, a doktadnie allel R, zostal uznany przez
wielu badaczy za istotny w kontek$cie osiggania wynikow sportowych w dyscyplinach
szybkosciowo-sitowych (Clarkson i wsp., 2005a; Papadimitriou i wsp., 2016; Pereira
I wsp., 2013a). Natomiast genotyp XX oraz allel X moga odgrywaé znaczaca rolg
w wysitkach wytrzymatosciowych (Eynon i wsp., 2009). Podobnie allel D w genie ACE
prawdopodobnie predysponuje do intensywnych wysitkow o krotkim czasie trwania
(Eider i wsp., 2013). Obydwa geny staly si¢ rownoczesnie podstawg wielu
komercyjnych testow stworzonych m.in. do poszukiwania talentow sportowych
(Savulescu i Foddy, 2005; Webborn i wsp., 2015).

W niniejszej pracy rozpatrywano rozktad genotypow zardéwno w szerokiej
grupie  sportowcow  reprezentujacych  dyscypliny  szybko$ciowo-sitowe,  jak
1 w poszczegolnych grupach zawodnikéw z jednej dyscypliny. Czgsto$¢ genotypow
ACTN3 R577X w grupie sportowcow szybkosciowo-sitowych, w sktad ktorej weszli
krotkodystansowi kolaze 1 pltywacy, jak rowniez sztangiSci, nie rdznita si¢ w sposob
istotny od czestosci obserwowanej w grupie kontrolnej. Rozktad geotypoéw RR oraz RX
jest zblizony do grupy kontrolnej i nie zanotowano tu istotno$ci statystyczne;.
Natomiast rozktad alleli wskazuje na znacznie czgstsze wystgpowanie allelu R niz X
(71,2% R i 28,8% X). Podobne badania przeprowadzil Yang i wspoétautorzy (2003).
W eksperymencie uczestniczylo 107 zawodnikow reprezentujacych dyscypliny

szybkosciowo-sitowe, wsrdd ktorych znalazto si¢ migdzy innymi 42 ptywakéw 1 7

98



kolarzy. Przedstawiciele sportow szybkosciowo-sitowych (kobiety 1 mezczyzni)
wykazywali wyzsza czgsto§¢ wystgpowania allelu R oraz znacznie nizszg czgstos$é
allelu X niz grupa kontrolna. Rozktad alleli zarejestrowany przez Yang i wspotautorow
(2003) ksztattowat sie nastepujaco: 72% R i 28% X i byl niemal identyczny
z uzyskanym w powyzszej pracy. Co ciekawe, genotyp RX wystepowatl czesciej
u kobiet trenujacych sporty szybkosciowo-sitowe, przy braku podobnego efektu
u mezczyzn. Wedlug badaczy polimorfizm ACTN3 R577X moze w réznym stopniu
wptywaé na wynik sportowy u mezczyzn i1 kobiet — autorzy sugerowali, ze by¢ moze
dzieki androgenom efekt genu ACTNS3 nie jest tak widoczny u sportowcoéw plei meskiej
(Yang i wsp. 2003).

Ciekawe badania, potwierdzajace wczesniejsze wyniki przeprowadzit Eynon
i wspotautorzy (2009). W badaniu tym udzial wzigto 155 izraelskich sportowcow:
biegaczy wytrzymatosciowych i sprinterdw oraz 240 osoby tworzace grupe kontrolng.
Wsrod sprinteréw dystrybucja alleli R i X oraz genotypéw ACTN3 577RR roznita si¢
znaczaco od grupy sportowcoOw wytrzymatosciowych i grupy kontrolnej. Poréwnanie
sprinteréw topowych oraz tych na poziomie krajowym pokazato, ze allel R wystepuje
czesciej u tych najlepszych. Wyniki dostarczaja dowoddéw na to, iz allel R moze by¢
powigzany z osigganiem wysokich laur6w w sprincie na najwyzszym poziomie

sportowym.

Nawigzaniem oraz potwierdzeniem powyzszych danych jest praca Niemi
I Majammaa (2005) dotyczaca finskich sportowcow. W grupie sprinterow,
rywalizujacych na najwyzszym poziomie (n=23) nie znaleziono ani jednego genotypu
XX, co wskazuje na to, iz allel R moze mie¢ faworyzujacy wpltyw na osiggnigcia
w dyscyplinach wymagajacych silnych skurczow migsniowych generowanych z duza
szybkoscig. Podobnie w badaniach na populacji rosyjskiej (Druzhevskaya i wsp., 2008),
obejmujacych pokazng grupe 486 sportowcow dyscyplin sitowo-szybko$ciowych,
réwniez stwierdzono znacznie mniejszg czg¢sto$¢ wystgpowania genotypu XX
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (6,4% vs 14,2%). Trend wskazujacy na rzadsze
wystepowanie genotypu XX byl tym bardziej wyrazny, im wigkszy poziom sportowy
zawodnika. Co ciekawe, wystepowanie genotypu XX u sportowcoOw wybitnie elitarnych
bylo bardzo rzadkie. Tylko jedna osoba z powyzszej grupy (n=29) posiadata genotyp
XX.
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Za pozytywnym znaczeniem allelu R w wysitkach silowych przemawiaja
rowniez inne zrodla. Warto zwroci¢ uwage na publikacje Clarksona i wspotautorow
(2005a) dotyczacg zwigzku polimorfizmu ACTN3 R577X 2z odpowiedzia
na zaaplikowany trening. Badania te wskazujg na znaczenie allelu R w osigganiu
lepszych ~ wynikéw  sitowych ~ w  populacji 355  kobiet  poddanych

dwunastotygodniowemu treningowi sitowemu.

Generowanie silnych skurczéw z duza szybkoscia to bardzo pozadana cecha we
wszystkich sportach szybkosciow0-sitowych. Alfa-aktynina to biatko szkieletowe, ktore
odpowiada za intensywng prace miesni (MacArthur i North, 2004). Rozpatrujac grupe
sportowcow  szybkoSciowo-sitowych zwerbowanych do badan zrealizowanych
na potrzeby przygotowania prezentowanej rozprawy doktorskiej, z uwzglednieniem
podziatu na poszczegdlne dyscypliny, nalezy stwierdzi¢, ze rozklad genotypoéw wsrod
sztangistow nie roznit si¢ znaczaco od grupy kontrolnej. Czesto$¢ genotypu RR jest
wyzsza w grupie badanych w poréwnaniu do grupy kontrolnej, jednakze obserwowana
roznica nie osiggnela poziomu istotnosci statystycznej. Moze to by¢ spowodowane tym,
iz w grupie badanej znajdowali si¢ zawodnicy o rdéznym poziomie sportowym —
uczestnicy Mistrzostw Polski. Wedtug literatury wpltyw polimorfizmu ACTN3 R577X
jest widoczny najbardziej u zawodnikow najwyzszej klasy okreslanych w literaturze

mianem ,,elite”.

Brak zwigzku polimorfizmu ACTN3 R577X z osiggnigciami w judo -
dyscyplinie, w ktoérej sita migsniowa odgrywa znaczng rolg, zanotowat Rodriguez-
Romo i wspdtautorzy (2013). Wsrod elitarnych judokOw w populacji hiszpanskiej
wykazano brak zwigzku polimorfizmu ACTN3 R577X z wynikami w sportowym judo
(czestos¢ ACTN3 XX u judokéw rowna 23,1%). Jednoczesnie autorzy poddaja pod
watpliwos¢ zasadnos$¢ testow opartych na polimorfizmie genu ACTN3 w sportowym

judo.

Z kolei zupelnie odmienne informacje prezentuja badania naukowcOw
japonskich. Kikuchi i wspoétautorzy (2013) wskazuje na znacznie rzadsze wystgpowanie
genotypu XX wsrod japonskich zapasnikow na poziomie migdzynarodowym

w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

Badania dotyczace polimorfizmu ACTN3 R577X w kontekscie sportow
sitowych przeprowadzit rowniez Roth i wspétautorzy (2008b). Siedemdziesigciu pigciu
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przedstawicieli (w tym 4 kobiety) sportow sitowych, takich jak kulturystyka i trojbdj
sitowy, nalezacych do rasy biatej i czarnej zostato poddanych genotypowaniu ACTN3
R577X. Zauwazono znacznie nizsza cze¢stotliwo$¢ wystepowania genotypu XX (6.7%)
w porownaniu do grupy kontrolnej (16.3%; P=0.005). Co ciekawe, nie znaleziono

zadnego ciemnoskorego sportowca o genotypie XX.

Sportem, w ktorym od zawodnikow réwniez wymaga si¢ nieprzecietnej sily
mig$niowe] jest z calg pewno$cig gimnastyka. Gwaltowna praca migéni z duzg
czestotliwoscig to cecha charakterystyczna tej dyscypliny. Massidda i wspotautorzy
(2009) potwierdzajg wczesniej przytoczone wyniki przez Roth i wspotautorow (2008).
W przebadanej grupie me¢zczyzn (n=17) genotyp XX w ogo6le nie wystepowal,
a w grupie kobiet (n=18) byl obecny jedynie u 5,5% badanych. Wskazuje to
na predysponujagce oddzialywanie allelu R, ktéory by¢é moze wplywa istotnie

na osigganie lepszych wynikéw w grupie meskich sportowcow.

Rozpatrujac rozktady genotypoéw oraz alleli w poszczegolnych dyscyplinach
sportowych okazato si¢, ze rozkltad genotypow ACTN3 R577X w grupie
krotkodystansowych kolarzy, réwniez nie roéznit si¢ w sposob istotny statystycznie
w porownaniu do grupy kontrolnej. Zblizony udzial XX w pordéwnaniu do grupy
kontrolnej (14,7% vs 14,6%) oraz nizsze wystgpowanie RR w porownaniu do grupy
kontrolnej (32,4% vs 40,9%) jest dosy¢ zaskakujace. Wiadomo bowiem, ze allel R
moze predysponowa¢ do wysitkow sprinterskich (Yang i1 wsp. 2003). Prawdopodobnie
zbyt mata liczba przebadanych kolarzy wptyngta na brak uwidocznienia zaleznoSci.

Konieczne sg dalsze analizy na wigkszej grupie badanych.

Istotne statystycznie réznice w pordwnaniu do grupy kontrolnej pojawiaja si¢
jedynie w grupie pltywakéw krotkodystansowych (SDS, p=0,0001) zaréwno
w rozktadzie genotypow ACTN3 R577X, jak i alleli. Zanotowano znacznie rzadsze
wystegpowanie genotypu XX w porownaniu do grupy kontrolnej (XX 1,9% vs 14,6%).
Na szczegbdlng uwage zastuguje fakt, iz genotyp XX wystepowat bardzo rzadko -
jedynie u dwdch przebadanych oséb. Podobnie niskie warto$ci uzyskata Druzhevskaya
i wspotautorzy (2008). Przewaga allelu R zaznacza si¢ rowniez w rozktadzie alleli
w porownaniu do grupy kontrolnej (81,7% vs 64,9%). Podobne wnioski dotyczace
czestosci wystepowania allelu R wyciagnal Yang 1 wspotautorzy (2003) badajac grupe

sportowcoéw z roznych dyscyplin o charakterze sprinterskim (72% vs 56%). Rzadsze
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wystgpowanie allelu X — uznanego za wariant wytrzymato$ciowy, jest uzasadnione
z uwagi na charakter wysitkow w plywaniu na sprinterskich dystansach — duza
intensywno$¢ 1 krotki czas trwania. Jak wczes$niej udowodniono, niska czestotliwosé
genotypu XX moze by¢ charakterystyczna dla wysitkow o charakterze sprinterskim

(Niemi i Majamaa, 2005; Papadimitriou i wsp., 2008).

Znaczenie allelu R w osigganiu wysokich wynikéw na sprinterskich dystansach
w ptywaniu dowiedziono w populacji tajwanskiej (Chiu i wsp., 2011). Dodatkowo
czegsto$¢  wystepowania allelu R odroznia grupe sprinterek miedzynarodowych
od startujgcych na poziomie krajowym (67.6% vs 50.0%), a takze od grupy kontrolnej
(67,6% vs 53.7%). Rowniez w populacji chinskiej zanotowano pozytywny wpltyw allelu
R na wyniki w plywaniu na $rednim dystansie (> 400 m, < 1,500 m) (Li i wsp., 2017).
Allel R znacznie cze$ciej wystgpowat u sportowcow w porownaniu do grupy kontrolnej
(62,5% vs 56,3%), a zalezno$¢ ta byta bardziej widoczna przy przyrownaniu
sportowcOw o poziomie migdzynarodowym (71,1% vs 56,3%). W innej pracy z kolei
wykazano znacznie czestsze wystepowanie genotypu RR u pltywakoéw izraelskich,
rywalizujgcych zarowno na dhugich, jak i krotkich dystansach w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (odpowiednio 37,5% i 37,2% do 22,1%) (Ben-Zaken i wsp., 2015). Pojawit
si¢ rowniez trend wskazujacy na czestsze wystgpowanie genotypu XX
u dhlugodystansowcow w pordéwnaniu do krotkodystansowcow, ale nie osiggnal on

poziomu istotnos$ci statystycznej (Ben-Zaken i wsp., 2015).

Zupehie innych wnioskow dostarczajg prace Wanga i wspotautorow (2013) oraz
Ruiza i wspotautorow (2013), z ktorych wynika, ze polimorfizm genu ACTN3 R577X
nie ma wplywu na wyniki w plywaniu u zawodnikéw rasy biatej, w populacji
wschodnio-azjatyckiej oraz hiszpanskiej. Z kolei badania Yang’a i wspotautorow
(2007) wskazuja na brak zwigzku polimorfizmu ACTN3 R577X =z osiggami
szybkosciowo-sitowymi w populacji afrykanskiej. Ponadto, Scott i wspotautorzy (2010)
poddaje pod watpliwo$¢ znaczenie polimorfizmu genu ACTN3 R577X w sprincie

u jamajskich 1 amerykanskich sprinterow.

Badania przeprowadzone na populacji polskiej obejmujacej sportowcow
z roznych dyscyplin opublikowata Holdys i wspotautorzy (2011). Zaleznos¢ pomigdzy
polimorfizmem genu ACTN3 R577X a maksymalnym pochtanianiem tlenu nie zostata

wykazana. Zauwazono jednak trend predysponujacy zawodnikow o genotypie XX oraz
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RX do osiggania wigkszych warto$ci VOzmax oraz dominacj¢ genotypu RR w grupie

sportowcow sitowo-szybkosciowych.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, iz tylko jedna z trzech przebadanych grup
o charakterystyce szybko$ciowo-sitowe] wykazata odmienny rozktad genotypow
od grupy kontrolnej. W zwiagzku z tym, otrzymane wyniki zaprzeczaja wczesniej
postawionej hipotezie jakoby genotyp RR genu ACTN3 wystgpowal w sposob
statystycznie istotny czeSciej wsrdd polskich sportowcéw realizujacych wysitki
startowe o charakterze szybko$ciowo-sitowym w stosunku do grupy kontrolnej oraz
do polskich sportowcow realizujacych  wysitki  startowe o  charakterze

wytrzymato$ciowym.

4.5. Korelacja genotypow ACE I/D oraz ACTN3 R577X u zawodnikéw roznych
dyscyplin

Interakcje pomigdzy genami juz od dawna uwazane sg za istotne w konteks$cie
poznania znaczenia genetycznego podtoza poszczegdlnych proceséw metabolicznych
(Phillips, 2008). W powyzszej pracy przebadano korelacje pomigdzy czgstoscig
wystepowania okreslonych kombinacji genotypow I/D ACE oraz R577X ACTN3
a statusem sportowym polskich zawodnikow realizujacych wysitki startowe
o charakterze wytrzymaloSciowym oraz zawodnikéw realizujgcych  wysitki
szybkosciowo-sitowe. Genotypy ACE ID oraz ACTN3 R577X zostaly zestawione we
wszystkich mozliwych kombinacjach. Porownanie sportowcow nalezacych do grupy
LD z grupa kontrolng ujawnito istnienie interakcji pomiedzy dwoma badanymi genami

przy zatozeniu modelu kodominujacego oraz dominujacego (Tabela 7).

Warto$¢ OD estymowana dla sportowcéw dtugodystansowych (LD) o uktadzie
genotypow I1:XX wynosita 6,5, co oznacza, ze posiadacze uktadu I1:XX maja 6,5 razy
wigksza szans¢ dla na bycie sportowcem dlugodystansowym niz nosiciele innych
uktadow genotypowych. Nalezy jednak wskazaé, ze wynik ten nalezy przyjac
z rozwagg z powodu szerokiego przedziatlu ufnosci (1,95-21,65). Co wazne, uktad
II:XX zostal powigzany ze statusem dlugodystansowych plywakoéw w badaniach
Grendy 1 wspotautoréow (2014). Odmienne wnioski prezentuje jednak bardziej aktualna
praca Papadimitriou i wspotautorow (2018). W pokaznej grupie 698 sportowcow

wytrzymatosciowych z szesciu krajow nie odnaleziono zalezno$ci pomigdzy
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genotypami ACE Il oraz ACTN3 XX a wynikiem sportowym. Nalezy doda¢, iz analizy
nie obejmowaty kombinacji dwoéch genotypdéw, w wyniku czego pozytywny wplyw

wspoétdziatania dwoch weze$niej wspomnianych genotypdéw mogt zostaé nieujawniony.

Ponad trzy razy wigksza szans¢ na bycie sportowcem dlugodystansowym
wykazuja rowniez posiadacze uktadu genotypowego DD:XX. Potwierdzito sie¢ to
réwniez przy uwzglednieniu analiz z podziatlem na poszczegdlne dyscypliny - w grupie
dhugodystansowych kolarzy (Tabela 4). W badaniach hiszpanskich naukowcow
(Gomez-Gallego i wsp., 2009) $wiatowej klasy kolarze z genotypem DD:XX posiadali
nizszy punkt kompensacji oddechowej (RCT, z ang. respiratory compensation
treshold), w poréwnaniu do zawodnikéw z genotypem DD:RR/RX, co jest niezgodne
z otrzymanymi wynikami. Punkt kompensacji oddechowej to moment, w ktorym
organizm nie jest w stanie buforowa¢ nadmiaru kwasu mlekowego znajdujacego si¢ we
krwi i dochodzi do jej zakwaszenia (Porcari i wsp., 2015). Zatem korzystne jest, aby
pojawial si¢ on przy jak najwyzszym tetnie, dzigki czemu zawodnik moze kontynuowac
intensywng prac¢ nie ulegajac gwaltownemu zakwaszeniu. By¢ moze zatem, adaptacja
posiadaczy genotypow DD:XX do wysitkow wytrzymato$ciowych zachodzi w oparciu
0 inne mechanizmy. Nawigzujac do pracy Grendy i wspotautorow (2014) genotypy
ID:RX, ID:XX, IERX, 11:XX moga by¢ powigzane ze statusem dilugodystansowego
pltywaka. Jak wida¢ genotyp DD:XX nie znajduje si¢ w grupie wczesnie]
wymienionych, lecz obecnos¢ allelu D w potaczeniu z homozygota XX moze sktaniaé

do dyskusji.

Co warte zaznaczenia - o ponad 5,5 razy mniejsza szans¢ na bycie sportowcem
dlugodystansowym majg posiadacze uktadu ID:RR. Znajduje to potwierdzenie
w innych publikacjach, gdzie genotyp ACTN3 RR i ACE allel | jest uznawany
za faworyzujacy w wysitkach szybkosciowo-sitowych 1 moze by¢ typowy dla
sprinteréw (Eynon i wsp., 2009). W innych badaniach osoby z wyzej wymienionym
genotypem osiagnetly lepszy wynik w testach sitowych (1RM) oraz generowaty wigksza
moc (Wmax) (Erskine i wsp., 2014). Wydaje sie, iz allel R pelni w tym przypadku
funkcje ograniczajacg osigganie sukcesOw na dlugich dystansach. Jak dowiedziono,
allel R predysponuje do wykonywania dynamicznych i szybkich skurczéw migéni
(Woods i wsp., 2001), podczas ktorych zuzywane sg spore zasoby energetyczne. Jest to
sprzeczne z naturg wysitkow dtugodystansowych, na ktorych ekonomia ruchu oraz

wykorzystanie energii pochodzacej z procesoOw tlenowych sa kluczowe. Zatem

104



posiadanie dwdch alleli R moze w znaczny sposob ogranicza¢ osigganie sukceséw

w dyscyplinach wytrzymato$ciowych.

W grupie sportowcoéHw szybkosciowo-sitowych wyniki uzyskane z poréwnan
przeprowadzonych z wykorzystaniem kazdego z modeli (kodominujgcego,
dominujgcego oraz recesywnego) nie przekroczyly poziomu istotnoSci statystycznej.
Na uwage zastuguje iloraz szans dla uktadu ID:XX wynoszacy 0,40 (Cl 0,16-0,99),
wskazujacy na dyskryminacyjne dziatanie homozygoty XX w sportach szybkosciowo-
sitowych z powodu braku biatka a-aktyniny, co znajduje uzasadnienie w literaturze
(Eynon i wsp., 2009), jednakze z uwagi na brak istotnosci statystycznej, nie mozna si¢

do tego wyniku bezposrednio odniesc.

Ciekawe wnioski mozna wyciagna¢ analizujagc badang grupg sportowcow
z podziatem na poszczegdlne dyscypliny. W grupie ciezarowcOw szansa na wystgpienie
uktadu genotypow DD:RX jest ponad pie¢ razy mniejsza w poroOwnaniu do grupy
kontrolnej (OD=0,19; CI 0,05-0,71). Wynik ten jest zaskakujacy, gdyz wielu autoréw
wskazuje na korzystny wplyw genotypu DD na dynamiczne wysitki, jakim

niezaprzeczalnie jest podnoszenie cigzaréw (dwubdj olimpijski).

Wedtug Follanda i wspétautoréw (2000) polimorfizm ACE ID moze wplywac na
zwigkszenie sity u 0s6b poddanych treningowi. Ponadto, genotyp DD genu ACE zostat
uznany za wspierajacy wysiltki szybkosciowo-sitowe (Puthucheary i wsp., 2011).
Pereira i wspotautorzy (2013a) wskazujg na lepsza odpowiedz na trening mocy (z ang.
high speed power training) osob z genotypem szybkosciowo-sitowym ACTN3 RR/RX
& ACE DD w pordwnaniu do uktadu ACTN3 XX & ACE II/ID wérod starszych kobiet
rasy kaukaskiej. Wspierajacy wplyw allelu D w wysScigach na krotkich dystansach
zostal zanotowany u elitarnych portugalskich ptywakow (Costa i wsp., 2009a). By¢
moze fakt, Ze na potrzeby powyzszej pracy przebadani zostali uczestnicy mistrzostw
Polski powoduje, iz wplyw allelu D nie jest widoczny. Tak jak wspomniano
w poprzednim podrozdziale pracy — wedtug zrodel, wptyw polimorfizmu jest widoczny
u sportowcow elitarnych — prezentujacych najwyzszy poziom sportowy (Costa i wsp.,
2009a; Woods i wsp., 2001). Wydaje si¢ zatem, iz poziom mistrzostw Polski nie jest

wystarczajacy do wykazania takich zaleznosci.

Tsianos i wspotautorzy (2004) wskazal na czestsze wystepowanie allelu D

u ptywakoéw startujacych na dystansie 1-10 km. Moze to uzasadnia¢ pozytywny wplyw
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allelu D na generowanie mocy w wysitkach o umiarkowanym czasie trwania. Z kolei
badania Lucia i wspotautorow (2005) wskazuja na czgstsze wystepowanie genotypu DD
w grupie piecdziesieciu $wiatowej klasy hiszpanskich kolarzy w poréwnaniu do grupy
kontrolnej oraz grupy biegaczy klasy olimpijskiej. Powyzsze badania pokazuja, ze allel
D moze wywiera¢ korzystny efekt U jego posiadaczy rowniez w dyscyplinach
o umiarkowanym lub dlugim czasie trwania. By¢ moze trwajace zaledwie pare sekund
boje cigzarowe o mocno eksplozywnym charakterze sg zbyt krotkie w swojej naturze,

aby taka zalezno$¢ si¢ pojawita.

Wynik analiz jest tozsamy z publikacja Gineviciene i wspotautoréow (2016),
gdzie rowniez badano wpltyw genowych polimorfizméw na wyniki w sportach
o charakterze sitowo-eksplozywnym (Gineviciene i wsp., 2016). Parafrazujac autorow
tej pracy: polimorfizm ACNT3 R577X nie wplywa na status sportowca sitowego
w dwdch populacjach europejskich, a genotyp ACE Il jest prawdopodobnie
,wspierajacym” dla rosyjskich sportowcoéw, zas genotyp ACE ID dla litewskich.
Co pokazuje, ze dla dyscyplin takich jak dwubdj olimpijski, trojbdj sitowy czy
konkurencje rzutowe to allel I jest allelem predysponujacym. Co warte uwagi,
naukowcy wskazuja na zwigzek polimorfizmu genu PPARGC1A (Gly482Ser)
z predyspozycjami do sportow sitowo-eksplozywnych. Jak si¢ okazuje, genotyp
PPARGC1A Ser/Ser jest znaczaco czestszy U tréjboistbow w poréwnaniu do grupy
kontrolnej.

W grupie plywakow krotkodystansowych model recesywny pozwolit
na wykazanie, ze posiadacze kombinacji genotypowych II:RX oraz ID:RX
charakteryzuja si¢ odpowiednio ponad 4 1 ponad 3,5 razy wiekszym
prawdopodobienstwem zostania plywakiem-sprinterem w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Potwierdzenie tych wynikbw mozna odnalezé w pracy Eynona
1 wspotautorow (2009), gdzie genotypy ACE 1l oraz ACTN3 allel R i ACTN3 RR + ACE
allel I zostaty uznane jako wiasciwe dla sprinterow. Co ciekawe, prawdopodobienstwo
bycia sprinterem dla genotypu ACE Il + ACTN3 allel R wyniosto 3,57 (Cl 1,78 — 7,15),
co jest wynikiem zblizonym do otrzymanego w badaniach przeprowadzonych
na potrzeby niniejszej dysertacji (OR=4,02, CI 1,43 — 11,34). Ponadto, potwierdzeniem
powyzszych danych mogg by¢ wnioski Erskine i wspotautorow (2014), iz posiadacze
uktadu ID:RX osiggali lepsze wyniki w probie silowej oraz generowali wigkszg moc.

Jednak nie wszystkie publikacje wskazujg na podobne wyniki. Nawigzujac do pracy
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Grendy i wspoétautoréow (2014), oba wymienione uktady genotypowe: ID:RX, I1:RX
byly powigzane ze statusem dlugodystansowego plywaka. Moze to wynikaé
z rozbieznos$ci w klasyfikacji sportowcéw do dwdch grup: krétkodystansowych oraz
dtugodystansowych. Na potrzeby powyzszej dysertacji do grupy plywakow
krotkodystansowych  zostali  zaliczeni Sportowcy osiagajacy najlepsze wyniki
na dystansie 50m oraz 100m, a do grupy dlugodystansowych osiagajacy najlepsze
wyniki w wyscigach na dystansie 200m i wigcej. W publikacji Grendy 1 wspoétautorow
(2014) to odpowiednio 50-200m oraz powyzej 500m. Wspomniane roéznice utrudniaja
pordwnanie otrzymanych wynikéw i uniemozliwiaja wyciagniecie jednoznacznych

whnioskéw.

Nalezy réwniez wspomnie¢ o badaniach, ktére nie wykazaty zadnej zaleznosci
pomiedzy kombinacjag genotypow ACE ID oraz ACTN3 R577X a fenotypem. Korelacja
taka nie pojawila si¢ w grupie hiszpanskich studentéw (Rodriguez-Romo i wsp., 2010),
a takze w dwoch populacjach starszych osob (Bustamante-Ara i wsp., 2010; Garatachea
I wsp., 2012). Jak juz wczeSniej wspomniano, wplyw polimorfizméw okreslonych
gendw jest widoczny u sportowcOw prezentujacych najwyzszy poziom sportowy,
w wyniku czego rzeczona zalezno$¢ w wyzej wymienionych grupach moze nie

wystepowac.

Otrzymane dane sg czgsciowo zgodne z wczesniej postawiong hipoteza.
Wigksza czestotliwos¢ wystepowania kompilacji genotypdéw ACE Il oraz ACTN3 XX
wystepuje  wsrod sportowcoéOw  realizujgcych  wysitki  startowe o charakterze
wytrzymato$ciowym (LD) w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Natomiast genotypem
wspierajagcym wysitki szybkosciowo-sitowe, takie jak podnoszenie cigzaréw, okazat si¢
uktad DD:RX. W przypadku ptywania na krotkim dystansie korzystne okazaly si¢
kombinacje ID:RX, I1:RX.

Podsumowujac warto zaznaczy¢, iz kompleksowa analiza kombinacji
genotypow ACE ID i ACTN3 R577X jest najbardziej wartoSciowym aspektem
zrealizowanych badan. W wielu pracach z zakresu genetyki sportowej, podejmujacych
zagadnienia zwigzane z badaniem zréznicowania w genach ACE i ACTN3 nie
podejmuje si¢ wysitku zbadania migdzygenowych interakcji genotypowych.
W prezentowanej dysertacji, dzieki przebadaniu kombinacji genotypowych w uktadzie
ACE:ACTN3 z wykorzystaniem modelu kodominujgcego, dominujgcego i recesywnego
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mozliwe bylo ujawnienie efektow zwigzanych z interakcjami genotypow, ktore

w innym przypadku mogtyby pozosta¢ nie wykryte.

4.6. Wartosé¢ testu diagnostycznego skonstruowanego z wykorzystaniem ukladu
dwdch polimorfizméw: 1/D genu ACE oraz R577X genu ACTN3

Jak donosza zrodta, polimorfizm R577X genu ACTN3 oraz I/D genu ACE sg
najczesciej wykorzystywanymi przy konstruowaniu komercyjnych testow genetycznych
typu ,,direct to consumer” (Williams i wsp., 2007). W wyniku przeprowadzonych analiz
na potrzeby powyzszej dysertacji dowiedziono, iz wyzej wymienione polimorfizmy
moga wptywaé na wynik sportowy. Jednakze niejednoznacznos$¢ otrzymanych wynikow
powoduje, iz testu skonstruowanego na bazie dwoch powyzszych polimorfizmow nie
mozna uzna¢ za rzetelne narzadzie w kontek$cie uzyskiwania jednoznacznie
rozstrzygajacych wynikdw w odniesieniu do rozpoznawania tak ztozonej wlasciwosci
jakim jest ,talent sportowy”. Dodatkowo warto podkresli¢, ze wykorzystanie
polimorfizmu jedynie dwdch gendw do orzekania nie tylko o talencie sportowym, ale
tez 0 jakiejkolwiek innej wtasciwosci organizmu cztowieka, to zdecydowanie za mato,
aby test osiggnal oczekiwang moc. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, iz mapa genow
mogacych mie¢ wplyw na wyniki sportowy liczy niemalze 250 pozycji 1 ciagle si¢

rozrasta (Bray i wsp., 2009).

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze uzyskane w toku przeprowadzonych badan
wyniki nie potwierdzaja wczes$niej postawionej hipotezy jakoby test diagnostyczny,
wspomagajacy selekcje do sportu, skonstruowany z wykorzystaniem uktadu dwoch
polimorfizméw 1/D genu ACE oraz R577X genu ACTN3 byl trafnym i rzetelnym
rozwigzaniem dla populacji polskiej. Konieczne sa dalsze analizy, przeprowadzone na
wigkszej populacji zawodnikow najwyzszego szczebla sportowego, z wykorzystaniem
wigkszej liczby wariantow polimorficznych zlokalizowanych w roéznych genach oraz
markerow opisywanych w obszarach pozagenowych, aby stworzenie rzetelnego testu

diagnostycznego byto mozliwe.

Rownoczesnie na koniec warto zaznaczy¢, ze sama idea wykorzystania analiz
genetycznych jako elementu codziennej praktyki trenerskiej jest realna, a zastosowanie
nowoczesnych technik biologii molekularnej ma niewatpliwg przysztos¢. Dynamika

rozwoju badan z tej dziedziny pozwala stwierdzi¢, ze (po dopracowaniu i odpowiedniej
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walidacji) testy genetyczne z pewnoscig stang si¢ jednym z narzedzi stosowanym
na rowni z innymi (biochemicznymi, fizjologicznymi czy funkcjonalnymi) w badaniach

zawodnikow w nieodleglej przysztosci.
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Streszczenie

We wspotczesnej rywalizacji do uprawiania sportu na najwyzszym Sswiatowym
poziomie dochodza jednostki najbardziej ku temu predysponowane. Ich
wyselekcjonowanie z populacji jest mozliwe w szczegolnosci dzieki opracowaniu
wszelkiego rodzaju testow diagnostycznych. Dynamiczny rozwdj technik biologii
molekularnej sprawil, ze na rynku zaczely pojawia¢ si¢ komercyjne testy genetyczne
majace wykrywaé talent sportowy. W sktad wigkszosci dostgpnych testow
genetycznych wchodzg zwykle dwa markery: polimorfizm insercyjno-delecyjny 1/D
(rs4646994) w genie ACE oraz polimorfizm pojedynczego nukleotydu typu SNP
R577X (rs1815739) genu ACTNS3. Niniejsza praca jest proba odpowiedzenia na pytanie,
czy test genetyczny oparty na dwoch najeze$ciej badanych polimorfizmach
genetycznych w genach ACE oraz ACTNS3, jest bezpieczny i rzetelny oraz czy taki test
moze znalez¢ zastosowanie w badaniach polskich sportowcow.

Celami poznawczymi przeprowadzonych badan byto:

1. Okreslenie korelacji pomigdzy czestoScia wystgpowania genotypow 1 alleli
opisywanych w wybranych punktach polimorficznych I/D genu ACE oraz R577X
genu ACTN3 a statusem sportowym polskich zawodnikéw realizujacych wysitki
startowe o charakterze wytrzymalo$ciowym oraz zawodnikow realizujacych wysitki
szybkos$ciowo-sitowe.

2. Okreslenie korelacji pomigdzy czestoscia wystgpowania okreslonych kombinacji
genotypow I/D ACE oraz R577X ACTN3 a statusem sportowym polskich
zawodnikow realizujacych wysilki startowe o charakterze wytrzymato$ciowym oraz
zawodnikow realizujgcych wysitki szybkosciowo-sitowe.

Postawionym celem aplikacyjnym byto:

3. Zastosowanie danych genetycznych uzyskanych na podstawie badan miejsc
polimorficznych 1/D genu ACE oraz R577X genu ACTN3 przeprowadzonych
u polskich sportowcow do konstrukcji testoéw diagnostycznych mogacych mieé
zastosowanie w procesie doboru do sportu.

Badaniami objetych zostalo tacznie 359 sportowcow reprezentujacych trzy
dyscypliny sportowe, tj. kolarstwo, ptywanie oraz podnoszenie ci¢zarOw. Rekrutowani
do badan zawodnicy to uczestnicy Mistrzostw Polski w kategoriach juniorskich
lub seniorskich z minimum pigcioletnim stazem zawodniczym. Grupg kontrolng

stanowilo 281 zdrowych ochotnikéw, ktérzy nigdy nie uprawiali wyczynowo zadnej
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dyscypliny sportowej i byli rekrutowani sposrod studentow réznych wydziatow
Uniwersytetu Szczecinskiego. Detekcja ustalonych polimorfizméw w badanych genach
markerowych przeprowadzona =zostala za pomocg reakcji PCR w przypadku
polimorfizmu 1/D genu ACE oraz Real-Time PCR dla polimorfizmu R577X genu
ACTNS.

W toku przeprowadzonych analiz stwierdzono istotne statystycznie roznice
w rozktadzie genotypoéw i na tej podstawie udato si¢ wyciagngé nastepujace wnioski.
W  grupie ptywakow dlugodystansowych zanotowano zwickszong czestosc
wystepowania genotypu II oraz allelu I genu ACE w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
Natomiast wsrod kolarzy dhugodystansowych to genotyp DD oraz allel D wystepowat
czgsciej w porownaniu do grupy kontrolnej. Pozwala to stwierdzi¢, Ze otrzymane
wyniki sg tylko w potowie zgodne z wczesniej postawiong hipoteza. Zwigkszona
czestos¢ wystepowania genotypu XX opisywanego dla genu ACTN3 w grupie
dlugodystansowych sportowcow w porownaniu do grupy kontrolnej potwierdza
wczesniej postawiong hipotezg. W grupie sportowcow szybko$ciowo-sitowych jedynie
rozktad genotypéw w grupie krotkodystansowych kolarzy w poréwnaniu do grupy
kontrolnej okazat si¢ statystycznie istotny. W zwigzku z tym nalezy stwierdzic,
ze na podstawie otrzymanych danych nie mozna jednoznacznie potwierdzié
postawionej wczesniej hipotezy, jakoby genotyp DD genu ACE wystgpowal w sposob
statystycznie istotny czesciej wsrod sportowcoéw realizujacych wysitki  startowe
o charakterze szybkosciowo-sitowym w stosunku do grupy kontrolnej. W grupie
sportowcow szybkosciowo-sitowych, nalezacych do trzech dyscyplin zaznaczylo si¢
istotne statystycznie czestsze wystepowanie allelu R w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
Efekt czgstszego wystgpowania genotypu RR w poréwnaniu do kontroli dal sie¢
zauwazy¢ w grupie krotkodystansowych ptywakow. Biorac pod uwage kombinacje
genotypow gendéw ACE oraz ACTN3 nalezy stwierdzi¢, iz posiadacze uktadu I1:XX
maja 6,5 razy wigksza szanse¢ dla na bycie sportowcem dlugodystansowym niz nosiciele
innych ukladéw genotypowych. Ponad trzy razy wigksza szans¢ na bycie sportowcem
dlugodystansowym wykazuja rowniez posiadacze ukladu genotypowego DD:XX.
Co warte zaznaczenia - o ponad 5,5 razy mniejsza szans¢ na bycie sportowcem
dtugodystansowym majg posiadacze genotypu ID:RR. W grupie cigzarowcoéOw szansa
na wystagpienie uktadu genotypéw DD:RX jest ponad pig¢ razy mniejsza w poroOwnaniu
do grupy kontrolnej. W grupie ptywakow krotkodystansowych model recesywny

pozwolit na wykazanie, ze posiadacze kombinacji genotypowych II:RX oraz ID:RX
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charakteryzuja si¢ odpowiednio ponad 4 1 ponad 3,5 razy wigkszym
prawdopodobienstwem zostania pltywakiem-sprinterem w poréwnaniu do grupy
kontrolnej.

Otrzymane wyniki nie pozwalajg jednoznacznie orzec o przydatnosci
wykorzystania testow opartych na polimorfizmie I/D ACE oraz R577X ACTN3
do poszukiwania talentow sportowych. Tym niemniej, badania tych markeréw moga
mie¢ istotne zastosowanie praktyczne: tego typu analizy z pewnoscig beda przydatne
w celu przygotowania programow prewencyjnych czy indywidualizacji treningu.
Jednakze wykorzystywanie testu genetycznego opartego jedynie o dwa analizowane
markery do kategorycznego orzekania o talencie sportowym jawi si¢ na obecnym

poziomie wiedzy jako nierzetelne i nieetyczne.
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Streszczenie w jezyku angielskim

In modern international competition, only the individuals most predisposed
can achive the highest level. Their selection from the population is possible thanks to
the significant development of science. In particular owing to the development
of various diagnostic tests. The dynamic development of molecular biology techniques
has caused that commercial genetic tests appeared on the market. Genetic test which can
detect sport’s talent are still popular. Most genetic tests available on the Internet usually
have two markers: 1/D insertion-deletion polymorphism (rs4646994) in the ACE gene
and single nucleotide polymorphism R577X (rs1815739) of the ACTN3 gene. This
dissertation is an attempt to answer the question “Whether the genetic test based on the
two most-studied genetic polymorphisms in the ACE and ACTN3 genes is safe and
reliable, and whether such a test can be used in the research of Polish athletes?”

The cognitive objectives of the research are:

1. Determining the correlation between the frequency of occurrence of genotypes
and alleles described at selected polymorphic points of the I/D ACE gene and R577X
of the ACTN3 gene, and the sport status of Polish athletes performing endurance
efforts and athletes performing power efforts.

2. Determining the correlation between the frequency of occurrence of specific
combinations of ACE I/D genotypes and R577X ACTN3 and the sport status
of Polish athletes performing endurance efforts and athletes performing power
efforts.

The application goal is:

3. The use of genetic data based on the polymorphic sites of the I/D ACE gene
and R577X of the ACTN3 gene carried out in Polish athletes for the construction
of diagnostic tests that may be used in the selection process for sport.

Research covered a limited number of 359 athletes representing three sports:
cycling, swimming and weightlifting. Athletes recruited to research was participants
of the Polish Championships in junior or senior category with a minimum five years
of training experience. The control group consisted of 281 healthy volunteers, who were
never practiced competitive sport and were recruited from students of various faculties

of the University of Szczecin.
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Detection of mentioned polymorphisms in the studied marker genes was
carried out by PCR for the I/D ACE polymorphism and Real-Time PCR for the R577X
polymorphism of the ACTN3 gene.

In the course of conducted analyzes, statistically significant differences in the
distribution of genotypes were found and on this basis the following conclusions were
drawn. In the group of long distance swimmers, an increased frequency of genotype II
and allele I of the ACE gene was noted compared to the control group. However, among
long-distance cyclists it was the DD genotype and the D allele that was more frequent
compared to the control group. The results obtained are only half compatible with the
previously made hypothesis. The increased frequency of genotype XX ACTN3 gene
in the group of long-distance athletes compared to the control group confirms the
previously made hypothesis. In the group of power athletes, only the distribution
of genotypes in the group of short-distance cyclists compared to the control group
turned out to be statistically significant. Basing on the data obtained, it cannot be
unequivocally confirmed the hypothesis that the DD ACE genotype occurs statistically
significantly more often among power athletes compared to the control group. In the
group of power athletes practiced all three disciplines compared to the control group,
a statistically significant more frequent occurrence was noted for the R allele. More
frequent occurrence of the RR genotype compared to the control was seen in the group
of short-distance swimmers. Considering the combinations of ACE and ACTN3
genotypes, it should be taken into account that owners of the 11:XX genotype have 6.5
times bigger possibility to succed in long distance event than carriers of other genotype
combinations. Over three times greater chance to succed in long distance event also
owns holders of the DD:XX pattern. Worth poiting out, ID:RR genotype holders have
more than 5.5 times less chance of being a long distance athlete. In the weightlifting
group, the chance to appear the DD:RX genotype is more than five times limited
comparing to the control group. In the group of short-distance swimmers, the recessive
model shows that holders of genotypes II:RX and ID:RX are respectively over 4
and more than 3.5 times more likely to become a sprinter comparing to the control
group.

The obtained results do not allow to predicate about the usefulness of tests
based on the ACE I/D and R577X ACTN3 polymorphisms to search for sports talents.
Nevertheless, testing of these markers can have important practical applications: this

type of analysis will certainly be useful in the preparation of injury prevention programs
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or individualisation of training programs. However, using a genetic test based only
on the two analyzed markers to positively determine sporting talent appears to be

unreliable and unethical at the current level of knowledge.
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