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ГЕНЕТИКА

УДК 575.17

ИЗУЧЕНИЕ ПОЛИМОРФИЗМОВ ГЕНОВ АНГИ0ТЕНЗИН-ПРЕВРАЩАЮЩЕГ0 
ФЕРМЕНТА И ЭНДОТЕЛИАЛЬНОЙ СИНТАЗЫ ОПИСИ АЗОТА 

У СПОРТСМЕНОК-ВОЛЕЙБОЛИСТОК

В работе исследуются полиморфные варианты генов 
ангиотензин превращающего фермента (АСЕ) и
эндотелиальной синтазы окиси азота (eNOS) у  спортсменок, 
занимающихся волейболом. Установлены частоты
распределения полиморфизмов этих генов у  спортсменок- 
волейболисток. Выполнен сравнительный анализ полученных 
данных с частотами распределения аллельных вариантов генов 
АСЕ и eNOS в популяционном контроле.

Ключевые слова: полиморфизм гена eNOS, полиморфизм 
гена АСЕ, спортсменки-волейболистки.

На сегодняшний день определение генетической предрасположенности 
спортсмена -  одно из самых перспективных направлений развития современного 
спорта. Изучение генов позволит выявить факторы и причины, способствующие 
достижению спортсменами высоких результатов, что в дальнейшем даст информацию 
для формирования критериев, позволяющих осуществлять наиболее эффективный 
профессиональный отбор претендентов [l, 2, 3]. В настоящее время выявлены 
генетические маркеры, или гены предрасположенности, тесно ассоциированные с 
развитием и проявлением различных физических качеств [4]. Основным генетическим 
маркером, связь которого со спортивными результатами в разных видах спорта 
убедительно доказана в исследованиях последних лет, остается ген ангиотензин 
превращающего фермента (АСЕ) [5, 9]. Наряду с данным геном наиболее вероятным 
кандидатом на роль генетического маркера, который ассоциирован со спортивной 
успешностью, является и ген эндотелиальной NO-синтазы (eNOS), определяющий 
функции сердечно-сосудистой системы [8, ю ].

Цель исследования состояла в выявлении и анализе полиморфизма двух 
генов: ангиотензин превращающего фермента и эндотелиальной синтазы окиси азота 
у  спортсменок-волейболисток.

Исследуемую выборку составила 31 спортсменка-волейболистка. В 
популяционную выборку (контроль) входило 492 жителя Центральной России [7].

Материалом для исследования послужила венозная кровь в объеме 8-9 мл, 
взятая из локтевой вены индивида. Забор венозной крови производили в пробирки с 
консервантом, содержащим 0,5м раствор ЭДТА (рН=8.о) и хранили при температуре 
4°С не более одной недели. ДНК выделяли из периферической крови методом 
фенольно-хлороформной экстракции.

Проведено типирование двух генетических систем: инсерционно-делеционный
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полиморфизм гена а н ги отен зин-конверти рую ще го фермента (АСЕ) и VNTR- 
полиморфизм гена эндотелиальной синтазы окиси азота (eNOS). Анализ локуса АСЕ 
проводили методом полимеразной цепной реакции синтеза ДНК с использованием 
стандартных ол иго нуклеотидных праймеров (табл. l). Реакция осуществлялась в 25 
мкл общего объема смеси, содержавшей 67 мМ трис-HCI (рН=8,8), 2,5мм MgCl2, 0,1 
мкг геномной ДНК, по ю  пМ каждого праймера, по 200 мкМ dATP, dGTP, dCTP, dTTP 
и l единицу активной Taq-полимеразы. Посте денатурации (5 мин при 95°С) 
выполняли зз цикла амплификации по схеме: денатурация -  40 сек при 94°С; отжиг 
праймеров -  40 сек при 57°С; элонгация -  30 сек при 72°С. Затем пробы выдерживали 
6 мин при 72°С и охлаждали. Продукты амплификации разделяли в 2%-ном агарозном 
геле, окрашенным бромистым этидием, в течении 20 минуг при 200V. В качестве 
электрофорезного буфера использовали lxTAE (трис-ацетатный буфер). Затем пробы 
идентифицировали в проходящем УФ-свете. При анализе амплифицируемых 
фрагментов применяли следующую номенклатуру аллелей: аллель I (490 пн) -  
наличие (инсерция) Alu-повтора, аллель D (190 пн) -  его отсутствие (делеция). Анализ 
полиморфизма гена eNOS проводили методом полимеразной цепной реакции синтеза 
ДНК с использованием стандартных олигонуклеотидных праймеров (табл. 1). Реакция 
осуществлялась в 12,5 мкл общего объема смеси, содержавшей 33 мМ трис-НС1 
(рН=8,8), 1,25 мМ MgCl2, 0,1 мкг геномной ДНК, по 5 пМ каждого праймера, по ю о  
мкМ dATP, dGTP, dCTP, dTTP и l  единицу активной Taq-полимеразы. После 
денатурации (5 мин при 95°С) выполняли 30 циклов амплификации по схеме: 
денатурация -  1 мин при 94°С; отжиг праймеров -  1 мин при 5б°С; элонгация -  1 мин 
при 72°С. Затем пробы выдерживали 5 мин при 72°С и охлаждали. Продукты 
амплификации анализировали в 2%-ном агарозном геле, окрашенным бромистым 
этидием в течение 1 часа 30 минут при 100V. В качестве электрофорезного буфера 
использовали lxTAE (трис-ацетатный буфер). Затем пробы идентифицировали в 
проходящем УФ-свете. При анализе амплифицируемых фрагментов применяли 
следующую номенклатуру аллелей: аллель 4а (393 пн) ~ 4 копии 27-членного повтора, 
аллель 4b (420 пн) -  5 копий 27-членного повтора.

Таблица 1
Структура праймеров, использованных для генотипирования 

ДНК-маркеров методом ПЦР

Название
локуса

Последовательность праймеров Литературный источник

АСЕ
5’- ctg gag асс act ссс ate ctt tct -3’ 
5 ’- gat gtg gcc ate аса ttc gtc aga-3’ [6]

eNOS
5’-agg ccc tat ggt agt gcc ttt-3’ 
5 -tct ctt agt get gtg gtc ас-3’ [ю ]

Расчет фенотипических, генных частот, наблюдаемой (Н0) и ожидаемой (Не) 
гетерозиготности, индекса фиксации Райта (D) проводили стандартными методами [6]. 
Для оценки соответствия наблюдаемого распределения генотипов ожидаемому, исходя 
из равновесия Харди-Вайберга (HWE), применяли критерий %2.

Статистическая обработка данных проводилась с использованием 
программного пакета Statistica 6.0.

Исследование полиморфизма локуса АСЕ выявило, что среди спортсменок- 
волейболисток наиболее часто встречался гетерозиготный генотип ID (58,07%). На 
долю гомозиготных генотипов II и DD приходилось, соответственно 19,35% и 22,58%. 
Результаты сравнительного анализа полученных данных с популяционной выборкой 
(I/I -  24,19%, I/D -  48,38%, D/D -  27,43%) весьма близки. В то же время в группе 
спортсменок можно отметить увеличение частоты встречаемости гетерозигот (генотип 
I/D), которое произошло за счет снижения количества гомозигот генотипа DD и 
генотипа II, однако различия не достигли значимого уровня (х2=2,68; р>0,05). Следует 
отметить, что и в группе спортсменок-волейболисток, и в контроле наблюдаемое 
распределение генотипов соответствовало ожидаемому согласно равновесию Харди-
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Вайнберга. Частоты аллелей АСЕ" I и ACE*D по данному гену среди спортсменов и в 
популяционной выборке оказались одинаковы (0,48 и 0,52 соответственно) (таб. 2).

При изучение полиморфизма гена eNOS получено следующее распределение 
частот генотипов у  спортсменов-стрелков: генотип 4а4а -  0%, генотип 4a4b -  25,81% и 
генотип 4b4b -  74,90%. В популяционной выборке частоты генотипов распределились 
следующим образом: генотип 4а4а -  3,84%, генотип 4a4b -  32,20% и генотип 4b4b -  
63,96%. Сравнительный анализ распределения генотипов локуса eNOS среди 
спортсменок и в популяционном контроле достоверных различий не выявил. Однако 
следует отметить, что в группе спортсменок не обнаружен генотип 4а4а. Распределение 
наблюдаемых генотипов среди спортсменов соответствовало ожидаемому при 
равновесии Харди-Вайнберга (/2=0,09-0,72; р>0,05).

Таблица 2
Инсерционно-делеционный полиморфизм гена ангинотензин-конвертирующего 
фермента (АСЕ) и YNTR-полиморфизм гена эндотелиальной синтазы окиси азота 

(eNOS) среди спортсменок, занимающихся волейболом и в популяционном
контроле

Локусы, показатели генетической 
изменчивости

Спортсменки-волейболистки

(»• :н)
Популяция [7] (11=492)

EN SI 463

II 6 (7,26) 112 (108,37)

N o ( N e ) ID 18 (15,48) 224 (231,30)

DD 7 (8,26) 127 (123,37)

Xa(HWE) (р) 0,81 (>0,05) 0,46 (>0,05)

Н о  ( Н е ) 0 ,53  (0,50) 0,48 (0,49)

ыч
Q

D (t) +0,16 (0,11) -0,03 (0,67)

АСЁ*1 0,48 0,48

ACE*D 0,52 0,52

ZN 31 469

4 a4 a 0 (0,52) 18 (18,64)

N o ( N e ) 4 a4b 8 (6,97) 151 (149 ,72)

4b 4b 23  (23 ,52 ) 300 (300,64)

X 2( h w e )  (р) 0,68 (>0,05) 0 ,0 3 (>0 ,05 )

И
Оч

D (t) +0,15 (0,33) +0,01 (0,10)

Н о  ( H e ) 0,23 (0,26) 0,31 (0,32)

4 eNOS*4a 0,13 0,20
ш**■ eNOS*4b 0,87 0,80

Примечание: XN -  объем выборки, N,, -  наблюдаемое распределение генотипов, Ne -  
ожидаемое распределение генотипов, Н0 -  наблюдаемый уровень гетерозиготности, Не -  
ожидаемый уровень гетерозиготности, D -  индекс фиксации Райта (отношение между

наблюдаемой и ожидаемой гетерозиготностью).

При анализе аллельного полиморфизма локуса идентифицировано 2 аллеля с 
числом повторов 4 (аллель а) и 5 (аллель Ь). В группе спортсменок частоты аллелей 
eNOS*a и eNOS*b составили соответственно 0,13 и 0,87 (таб.2 ). Выявлена более 
высокая частота аллеля eNOS*b (0,87%) по сравнению с популяционной выборкой 
(0,80). Однако данные различия не достигли достоверного уровня.

Таким образом, для локусов АСЕ и eNOS значимых взаимосвязей с уровнем 
спортивных результатов у  спортсменок-волейболисток не обнаружено. Однако следует 
отметить, что полученные результаты носят предварительный характер. Данное 
исследование будет продолжено на более многочисленной выборке волейболисток с
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применением более широкого спектра генетических полиморфных систем, которые 
могут быть связаны с уровнем спортивных результатов у  спортсменов, занимающихся 
волейболом.
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