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The influence of rs2273773 and rs7895833 SIRT1
gene polymorphisms on life expectancy in context of metabolic
factors in Silesian population
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Currently, increasingly more genetic variants with an influence on longevity are being sought. One
of these is the SIRT1 gene which codes proteins called sirtuins. Regulating transcription, maintaining genomic stabil-
ity and affecting carbohydrate-lipid metabolism, sirtuins are thought to be longevity enzymes.

AIM OF THE STUDY: The aim of the study is to demonstrate the potential relationship between rs2273773 and
rs7895833 SIRT1 gene polymorphisms and longevity in the context of metabolic disorders.

MATERIAL AND METHODS: The study encompassed a total of 448 consecutive patients from Southern Poland. The
subjects were divided into 2 groups based on age and metabolic disorders. Genotyping of SIRT1 gene polymorphisms
was performed using fluorescence-labelled probes and ready-to-use single nucleotide polymorphism determination sets
- the TagMan Pre-designed SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems). The Statistica 9.0 program was used for
statistical computations.

RESULTS: In the case of the rs2273773 polymorphism, the prevalence of the TT genotype in the study group was
86.93%, CT 13.07%, CC 0.00%, and TT 91.19%, CT 8.47%, CC 0.34% in the control group. In the case of the
rs7895833 polymorphism, the distribution of genotypes in the study group was as follows: AA 67.32%, AG 28.76%,
GG 3.92%, and AA 68.47%, AG 28.47% GG 3.05% in the control group.

CONCLUSIONS: No relationship was demonstrated between SIRT1 gene polymorphisms and life expectancy in the
Upper Silesian residents.
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STRESZCZENIE

WSTEP: Obecnie coraz czgséciej poszukuje si¢ roznych wariantow genetycznych majacych wplyw na dlugowiecznos¢.
Jednym z nich jest gen SIRTI, ktory koduje biatka zwane sirtuinami. Sirtuiny, dzialajac poprzez regulacj¢ tran-
skrypcji, utrzymywanie stabilno$ci genomu i wplyw na metabolizm weglowodanowo-lipidowy, sa uwazane za enzymy
dlugowiecznosci.

CEL PRACY: Celem pracy bylo wykazanie potencjalnego zwiazku miedzy polimorfizmami rs2273773 i rs7895833
genu SIRT1 a dlugowieczno$cig w kontekscie zaburzen metabolicznych.

MATERIAL | METODY: Badaniem obj¢to tacznie kolejnych 448 pacjentow z rejonu Polski poludniowej. Badanych
podzielono na 2 grupy na podstawie ich wieku i zaburzen metabolicznych. Genotypowanie polimorfizméw genu
SIRT1 przeprowadzono z wykorzystaniem znakowanych fluorescencyjnie sond, uzywajac gotowych zestawow do
oznaczania polimorfizmu pojedynczego nukleotydu — TagMan Pre-designed SNP Genotyping Assay (Applied Bio-
systems). Do obliczef poszczegdlnych parametrow w ujeciu statystycznym zastosowano program Statistica 9.0.
WYNIKI: W grupie badanej w obrebie polimorfizmu rs 2273773 czgsto§¢ wystgpowania genotypu TT wyniosta
86,93%, CT 13,07%, CC 0,00%, natomiast w grupie kontrolnej TT byta rowna 91,19%, CT 8,47%, CC 0,34%.
W obrebie polimorfizmu rs 7895833 w grupie badanej rozktad genotypow przedstawial si¢ nastepujaco: AA 67,32%,
AG 28,76%, GG 3,92%, natomiast w grupie kontrolnej AA wynosit 68,47%, AG 28,47%, GG 3,05%.

WNIOSKI: Nie wykazano zwiazku migdzy polimorfizmami genu SIRT1 a wydtuzeniem Zycia u osob zamieszkujacych

teren Gornego Slaska.

SLOWA KLUCZOWE
SIRT], sirtuiny, dtugos¢ zycia

INTRODUCTION

For centuries, scientists around the world have strived
to answer the question how to prolong human life and
provide immortality. The mechanisms of the secret to
longevity are based on ageing processes that are gene-
tically programmed, but are subject to numerous regu-
lations throughout life. Many theories try to explain
on different biological levels — evolutionary, molecu-
lar, cellular and systemic — how over time the human
organism successively becomes self-destructive [1].
Efforts are made to explain the importance of molecu-
lar damage accumulation, shortening of telomeres and
oxidative metabolism, but changes in the expression
of genes responsible for the development and process-
es of ageing are also relevant [2].

One of the key genes is SIRT1, located on the long
arm of chromosome 10, and consisting of 11 exons
and 10 introns, the first of seven representative genes
(SIRT 1-7) having a sequence homologous with the
Sir2 protein family present in Saccharomyces cerevi-
siae [3,4]. These genes encode proteins called sirtuins,
which through NAD+-dependent deacetylation of N-
-acetylated lysine residues, interact with many tran-
scription regulators. This reaction proceeds in two sta-
ges: first, lysing of the glycosidic bond linking ADP-
-ribose to nicotinamide with the participation of water,
and then transferring the acyl group from sir-tuin to
the ADP-ribose residue to form 2' and 3'-O-acetyl-
-ADP-ribose and releasing nicotinamide [5]. The trans-
cription factors regulated by SIRT1 include: PPAR«

WSTEP

Od wiekow naukowcy z catego §wiata probujg odpo-
wiedzie¢ na pytanie, w jaki sposoéb wydhuizy¢ zycie
czlowieka i zapewni¢ mu nie$miertelno$é. Mechani-
zmy sekretu dlugowiecznosci opieraja si¢ na proce-
sach starzenia, ktore sg genetycznie zaprogramowane,
ale podczas zycia cztowieka podlegajg licznym regu-
lacjom. Istnieje wiele teorii, ktore na réznych plasz-
czyznach biologicznych — ewolucyjnej, molekularnej,
komorkowej i systemowej — probujg wyjasnié, w jaki
sposob ludzki organizm z czasem sukcesywnie podle-
ga autodestrukcji [1]. Poszukuje si¢ znaczenia akumu-
lacji uszkodzen molekularnych, skracania telomerow,
metabolizmu oksydacyjnego, jednak nie bez znaczenia
pozostaja zmiany w ekspresji genow odpowiedzial-
nych za rozwdj i procesy starzenia [2].

Jednym z kluczowych genéw jest SIRTI, zlokalizo-
wany na dtugim ramieniu chromosomu 10, sktadajacy
si¢ z 11 eksonow i 10 introndéw, bedacy pierwszym
zZ reprezentantow siedmiu gendéw (SIRT 1-7) wykazu-
jacych homologi¢ sekwencyjng z biatkami rodziny
Sir2, wystepujgcych u drozdzy Saccharomyces cerevi-
siae [3,4]. Geny te kodujg biatka zwane sirtuinami,
ktore poprzez NAD+-zalezng deacetylacj¢ N-acetylo-
wanych reszt lizyny oddziatuja z wieloma czynnikami
regulujacymi transkrypcje. Reakcja ta przebiega dwu-
etapowo: najpierw dochodzi do lizy wigzania gliko-
zydowego taczacego ADP-ryboz¢ z nikotynamidem
z udzialem wody, a nastgpnie do przeniesienia grupy
acylowej z sirtuiny na reszte ADP-rybozy z utworze-
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and y (peroxisome a and y proliferator activated recep-
tors), PGC-la (PPAR-y coactator-1a), FoxO (fork-
head box O protein) and nuclear factor kB (NF-kB). In
this way, the gene participates in a large spectrum of
physiological processes, such as apoptosis, carbohy-
drate-lipid metabolism and neurodegeneration [6,7,8,9].
Sirtuins are produced both by the simplest single-
celled forms of life and by mammals, including the
human body [10]. They are expressed in many tissues,
including the brain, myocardium, kidney, liver, vascu-
lar endothelium and white adipose tissue [11]. The cli-
nical effects of sirtuins, which have been observed in
many studies conducted in various organisms, depen-
ded on their activity. For example, deletions, which
abolish sirtuin deacetylation activity, shorten the life
of yeasts by about 50%, while overexpression of this
protein increases their survival by 30%. A similar
effect was observed in the study on Sir2 homologue
overexpression conducted in Caenorhabditis elegant
[12]. The important fact is in which metabolic context
these proteins have the greatest activity. It occurs that
calorie intake is an important factor regulating their
work. This phenomenon called caloric restriction, mo-
dulates the energy state within the cell by altering the
NAD+/NADH ratio while providing a pool of free
NAD+ coenzymes, which can then be utilized by the
Sir2 family proteins. This effect does not occur if
organisms have damaged genes responsible for enco-
ding sirtuins. A decrease in the number of calories in
the diet is accompanied by increased activity of these
enzymes [13].

In addition, a wide range of sirtuin action was discov-
ered in the context of carbohydrate-lipid metabolism.
In pancreatic beta cells, the action of sirtuins 1 reduces
the expression of the UCP2 membrane mitochondrial
protein, thereby enhancing the secretion of insulin
[14]. They also inhibit the PPAR-y receptor adhering
to its cofactors — NCoR (nuclear receptor co-repres-
sor) and SMRT (silencing mediator of retinoid and
thyroid hormone receptors) — thus regulating the stor-
age of free fatty acids, i.e. increasing the differentia-
tion of adipose tissue, lipolysis reduces the amount of
visceral fat [15]. In calorie restriction periods, SIRT1
also inhibits transcriptional coactivators regulated by
CREB: CRTC2 and TORC2, weakening hepatic glu-
coneogenesis [16]. In the liver, it activates the LXR
receptor, which inhibits intestinal absorption, and
stimulates inverted cholesterol transport [17].

Taking into account the relationship of metabolism with
ageing processes and the regulatory role of sirtuins in
both these processes, we have made an attempt to eva-
luate the impact of selected polymorphisms on life
expectancy. We have chosen these two specific poly-
morphisms (rs7895833 A > G, rs2273773 C > T) in
order to broaden our knowledge on their connections
with longevity. Current literature indicates their role in
the pathogenesis of obesity, type 2 diabetes and cardio-
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niem 2’ i 3’-O-acetylo-ADP-rybozy i uwolnieniem
nikotynamidu [5]. Do czynnikéw transkrypcyjnych
regulowanych przez SIRT1 naleza: PPARa i y (re-
ceptor aktywowany przez proliferatory peroksysomow
aivy), PGC-1a (PPAR-y koaktywator-1a), FoxO (biat-
ko forkhead box O) oraz czynnik jadrowy kB (NF-kB).
W ten sposob gen ten uczestniczy w duzym spektrum
fizjologicznych procesoéw, takich jak apoptoza, go-
spodarka weglowodanowo-lipidowa oraz neurodege-
neracja [6,7,8,9].

Sirtuiny sa produkowane zardwno przez najprostsze
jednokomoérkowe formy zycia, jak i ssaki, w tym
organizm ludzki [10]. Do ich ekspresji dochodzi
w wielu tkankach m.in. w mézgu, mig$niu sercowym,
nerkach, watrobie, $§rodbtonku naczyniowym czy bia-
ej tkance tluszczowej [11]. W wielu badaniach na
réznych organizmach zaobserwowano kliniczny efekt
ich dziatania zalezny od ich aktywnosci. Na przyktad
delecje, znoszace aktywnos$¢ deacetylacji sirtuin, skra-
caja okres zycia drozdzy o okoto 50%, natomiast
nadekspresja tego biatka zwigksza ich przezywalnos¢
0 30%. Podobny efekt stwierdzono w badaniach na-
dekspresji homologa Sir2 u Caenorhabditis elegant
[12]. Istotnym zjawiskiem jest fakt, w jakim kontek-
scie metabolicznym biatka te majg najwigksza aktyw-
nos¢. Okazalo si¢ bowiem, ze istotnym czynnikiem
regulujacym ich pracg jest ilos¢ przyjmowanych kalo-
rii z pozywieniem. Zjawisko to zwane restrykcja kalo-
rii. moduluje stan energetyczny wewnatrz komorki,
zmieniajgc stosunek NAD+/NADH, udostepniajac
zarazem pul¢ wolnych koenzymoéow NAD+, ktore
nastepnie moga by¢ wykorzystane przez biatka rodzi-
ny Sir2. Efekt ten nie wystepuje, jesli organizmy maja
uszkodzone geny kodujace sirtuiny. Zmniejszeniu
liczby kalorii w diecie towarzyszy zwigkszenie aktyw-
nosci tych enzymow [13].

Ponadto poznano szeroki zakres dziatania sirtuin
w kontekscie gospodarki weglowodanowo-lipidowe;j.
W komorkach beta trzustkowych dziatanie sirtuiny 1
prowadzi do zmniejszonej ekspresji blonowego biatka
mitochondrialnego UCP2, potegujac tym samym se-
krecj¢ insuliny [14]. Hamuje tez receptor PPAR-y
przyczepiajac si¢ do jego kofaktorow — NCoOR (nu-
clear receptor co-repressor) i SMRT (silencing me-
diator of retinoid and thyroid hormone receptors) —
regulujac w ten sposob magazynowanie wolnych kwa-
sow thuszczowych, tj. zwigksza réznicowanie komorek
tkanki tluszczowej, lipoliza zmniejsza zawarto$¢
trzewnej tkanki tluszczowej [15]. W okresach restryk-
cji kalorii SIRT1 hamuje tez koaktywatory transkryp-
cji regulowane przez CREB: CRTC2 i TORC2, osta-
biajac watrobowa glukoneogeneze [16]. W watrobie
aktywuje receptor LXR, co powoduje zahamowanie
jelitowej absorpcji, i stymuluje odwrocony transport
cholesterolu [17].

Biorac pod uwage zwiazek przemian metabolicznych
Z procesami starzenia i role regulatorowa sirtuin w obu



vascular disease, and only few studies suggest their
association with prolonged life [18].

MATERIAL

The study encompassed 448 individuals. 153 subjects
qualified for the study group while 295 people who
consecutively reported to the primary care clinic, were
enrolled in the control group. They answered health
surveys which were later verified on the basis of prior
medical records. The criterion of qualification to the
study group was an age of at least 90 years. The con-
trol group included patients based on a BMI that ex-
ceeded 25. The study excluded people with endocrine
diseases, eating disorders, steroid therapy, and dissem-
inated malignancies. Genetic tests were performed in
a laboratory belonging to the Chair of Internal Diseas-
es, Diabetology and Nephrology of the Medical Uni-
versity of Silesia. The study was approved by the
Bioethical Committee of the Silesian Medical Cham-
ber in Katowice (Resolution No. 20/2010).

The study group consisted of 106 women (69.28%)
and 47 men (30.72%), and the mean group age was
92.57 years. 162 women (54.92%) and 133 men
(45.08%) with the mean age of 55.28 years and an
average BMI of 28.63 were included in the control
group. BMI in the study group was not taken into
account.

METHODS

Genetic DNA isolation was performed from peripheral
blood leukocytes using a DNA isolation kit from Epi-
centre Technologies at the molecular biology laborato-
ry of the Chair of Internal Diseases, Diabetology and
Nephrology of the Medical University of Silesia. Opti-
mization of the isolated DNA concentrations to 15 ng/ul
was carried out on the basis of measurements taken by
a NanoDrop spectrometer from Thermo Scientific. Two
fluorescence-labelled probes, complementary to each
of the alleles for the respective polymorphisms, were
used to genotype rs2273773 and rs7895833 polymor-
phisms using the ready-to-use kit — TagMan Prede-
signed SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems).
Polymerase chain reaction and allele identification
were performed using the 7300 Real Time PCR System
(Applied Biosystems).
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tych procesach, podjelismy w naszej pracy probe oce-
ny wptywu wybranych polimorfizméw na dtugos¢ zy-
cia. Motywem wyboru tych konkretnych dwoch poli-
morfizmoéw (rs7895833 A > G, rs2273773 C > T) byta
che¢ poszerzenia wiedzy na temat ich powigzan z dhu-
gowiecznos$cig. Dotychczasowa literatura wskazuje na
ich role w patogenezie otytosci, cukrzycy typu 2 czy
chorob sercowo-naczyniowych, a jedynie nieliczne pra-
ce wskazujg na ich zwigzek z wydtuzeniem zycia [18].

MATERIAL

Badaniem objeto 448 osob. Do grupy badanej zakwa-
lifikowano 153 osoby, a do kontrolnej 295 oséb kolej-
no zglaszajacych si¢ do poradni podstawowej opieki
zdrowotnej. Przeprowadzono wsrdéd nich ankiety do-
tyczace stanu zdrowia, ktore nastgpnie zweryfikowano
na podstawie wczesniejszej dokumentacji medyczne;j.
Kryterium kwalifikacji pacjenta do grupy badanej byt
wiek co najmniej 90 lat. Do grupy kontrolnej wiaczo-
no pacjentdw na podstawie wskaznika BMI, ktorego
warto$¢ przekraczata 25. Z badania wykluczono osoby
z chorobami endokrynologicznymi, zaburzeniami od-
zywiania, bedace w trakcie terapii sterydami oraz z roz-
siang, ztosliwa chorobg nowotworowg. Badania gene-
tyczne wykonano w laboratorium nalezacym do Kate-
dry i Kliniki Chorob Wewnetrznych, Diabetologii i Ne-
frologii SUM. Na prowadzenie badania uzyskano zgo-
de Komisji Bioetycznej Slaskiej Izby Lekarskiej w Ka-
towicach (Uchwata nr 20/2010).

Grupa badana sktadata si¢ ze 106 kobiet (69,28%) i 47
mezczyzn (30,72%), a $rednia wieku grupy wynosita
92,57 roku. Do grupy kontrolnej wlaczono 162 kobie-
ty (54,92%) i 133 mezczyzn (45,08%), gdzie $rednia
wieku wynosita 55,28 roku, a $rednia wartos¢ BMI
28,63. Wskaznik BMI w grupie badanej nie byt brany
pod uwagg.

METODY

Izolacje genomowego DNA przeprowadzono z leuko-
cytow krwi obwodowej zestawem do izolacji DNA fir-
my Epicentre Technologies w pracowni biologii mo-
lekularnej Katedry i Kliniki Chorob Wewnetrznych,
Diabetologii i Nefrologii SUM. Optymalizacj¢ st¢zen
wyizolowanego DNA do wartosci 15 ng/ul wykonano
na podstawie pomiaru spektrofotometrem NanoDrop
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Table I. Sequences of primers for tested SIRT1 gene polymorphisms
Tabela I. Sekwencje starteréw dla badanych polimorfizméw genu SIRT1

Polymorphism/ Sequences of primers/Sekwencja starterow

Polimorfizm
rs7895833 A> G F1: CCCAGGGTTCAACAAATCTATGTTG
F2: GGTGGTAAAAGGCCTACAGGAAA
R1: GCTTCCTAATCTCCATTACGTTGAC
R2: CCTCCCAGTCAACGACTTTATC
rs2273773C>T F1: GTGTGTCGCATCCATCTAGATAC

F2: CTCTCTGTCACAAATTCATAGCCT
R1: GTAGTTTTCCTTCCTTATCTGACAG
R2: CTGAAGTTTACTAACCATGACACTG

Statistical analysis

Statistical analysis of the results was performed using
the Statistica 8.0 program for Windows. Clinical data
and information on the incidence of individual genoty-
pes and alleles of the studied polymorphisms were
collected in a Microsoft Excel database. For all the
analysed values, the following parameters were calcu-
lated: mean, standard deviation, normal distribution
minimum and maximum. Qualitative data is presented
in percentages. The normality of the results distribu-
tion was evaluated using the Shapiro-Wilk test. Multi-
variate ANOVA variance analysis (for data with nor-
mal distribution and meeting the assumptions of the
analysis) was used to examine the influence of factors
(independent variables) on the dependent variable.
The next step in the analysis of variance was to per-
form post-hoc comparisons using the Scheffe test. The
statistical significance between the alleles was as-
sessed using Pearson's Chi-square test and the chi-
square test of independence. The variables for which
significance level p was less than 0.05 were consid-
ered statistically significant parameters.

RESULTS

Taking into account the distribution of genotype fre-
quencies, the statistical analysis of rs2273773 and
rs7895833 SIRT1 gene polymorphisms did not show
a statistical significance between them and life expec-
tancy in the studied population. The distribution of
allele frequencies between the control and study group
was not statistically significant either (Table II). The
rs2273773 polymorphism analysis showed dominance
of the TT genotype (86.27%) and a minimal share
of CC genotype (0.34%), a more frequent incidence
of allele T (55.56%) was found in the study group. Ana-
lysis of the rs7895833 polymorphism showed a higher
incidence of AA genotype (67.32%) and a A (64.56%)
in the study group.
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w genie SIRT1 wykorzystano dwie znakowane fluore-
scencyjnie sondy, komplementarne do kazdego z alelli
dla odpowiedniego polimorfizmu, uzywajac gotowego
zestawu — TagMan Predesigned SNP Genotyping Assay
(Applied Biosystems). Reakcje tancuchowej reakcji
polimerazy i identyfikacjg alleli przeprowadzano w apa-
racie 7300 Real Time PCR System (Applied Biosys-
tems).

Analiza statystyczna

Analize statystyczng wynikdw uzyskanych w pracy
przeprowadzono za pomoca programu Statistica 8.0 PL
dla systemu Windows. W bazie danych programu
Microsoft Excel zgromadzono parametry Kliniczne
pacjentébw, czestos¢ wystepowania poszczegdlnych
genotypow 1 alleli badanych polimorfizmow. Dla
wszystkich analizowanych warto$ci zostaty obliczone
takie parametry, jak $rednia, odchylenie standardo-
we, minimum i maksimum rozkladu normalnego.
Dane jakosciowe przedstawiono w postaci wartosci
procentowych. Oceny normalno$ci rozktadu otrzyma-
nych wynikéw dokonano na podstawie testu Shapiro-
-Wilka. Do badania wptywu czynnikéw (zmiennych
niezaleznych) na zmienng zalezng zastosowano wielo-
czynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA (dla danych
0 rozktadzie normalnym i spelniajacych zatozenia
analizy). Kolejnym krokiem analizy wariancji byto
wykonanie poréwnan post-hoc testem Scheffe. Zna-
mienno$¢ statystyczng migedzy badanymi allelami
oceniono na podstawie testu Chi? Pearsona oraz testu
Chi® NW. Za parametry istotne statystycznie uznawa-
no zmienne, dla ktérych poziom istotnosci p byt
mniejszy niz 0,05.

WYNIKI

Analiza statystyczna polimorfizméw rs 2273773 i rs
7895833 genu SIRT1, z uwzglednieniem rozktadu
czestosci genotypow, nie wykazala istotnosci staty-
stycznej pomiedzy nimi a dilugoscia zycia badanej
populacji. Rozklad czestosci alleli migdzy grupami
badang a kontrolng rowniez nie byt istotny statystycz-
nie (tab. I1). W analizie polimorfizmu rs2273773
stwierdzono dominacj¢ genotypu TT (86,27%) i mini-
malny udziat genotypu CC (0,34%), wykazano row-
niez czegstsze wystepowanie allelu T (55,56%) w gru-
pie badanej. Analiza polimorfizmu rs7895833 wyka-
zata czestsze wystepowanie genotypu AA (67,32%)
i wiekszy udziat allelu A (64,56%) w grupie badane;j.
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Table Il. Results of comparative analyses of genotype distributions and allelic frequencies between control and study group for individual polymorphisms
Tabela Il. Wyniki analiz porownawczych rozkladéw genotypow oraz czestosci alleli pomiedzy grupami badang i kontrolng dla poszczegolnych polimorfi-

zZmow
Genotypes/Genotypy Alleles/Allele
Polymorphism/  Group/ — Chiz  df p p
Polimorfizm Grupa T cT cc  Unspecified/ T C
nieokreslony
control/ 257 25
kontrolna  (87.12%) 25(847%) 1(0.34%) 12 (4.07%) 565 (66.39%) (33.61%)
rs2273773 udv/ 12 2 0 2.84 2 0241 2 135
study; 0 o
badana  (8627%) (13.07%) (%) | C00%) 286 (55.56%) (44 4409
AG GG unspecified/ A G
control/ nieokreslony
kontrolna 488 (66.12%) 102
rs7895833 195 80 025 2 0882 SR (33.88%)  0.706
(66.10%)  (27.12%) 9(3.05%) 11 (3.73%) ( 6)
study/ 103 41 0 0 0 0
badana  (67.32%)  (26.80%) 6(3.92%) 3 (1.96%) 250 (64.56%) 56 (35.44%)

Distribution of genotypes in population of elderly
persons (%)
Rozktad genotypéw w populacji oséb starszych (%)

1307 0

mTT
BCT
cC

Distribution of genotypes in population of young obese
patients (%)
Rozktad genotypéw u mtodych otytych pacjentow (%)
|_ 0,34

mTT
mCT
cC

Fig. 1. Distribution of genotypes with polymorphism rs2273773 in individual groups of patients.
Ryc. 1. Rozktad genotypdw z polimorfizmem rs2273773 w poszczegélnych grupach pacjentow.

Distribution of genotypes in population of elderly
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Fig. 2. Ratio of dominant genotypes to other genotypes in patients with rs2273773 polymorphism.
Ryc. 2. Stosunek genotypéw dominujacych do pozostatych genotypéw u pacjentéw z polimorfizmem rs2273773.
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Distribution of genotypes in population of elderly
persons (%)
Rozktad genotypow w populacji oséb starszych (%)
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Distribution of genotypes in population of young obese
patients (%)
Rozktad genotypéw u mtodych otytych pacjentow (%)

4,24
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Fig. 3. Alleles distribution in individual groups of patients with rs2273773 polymorphism.
Ryc. 3. Rozktad alleli w poszczegélnych grupach pacjentéw z polimorfizmem rs2273773.
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Distribution of genotypes in population of young obese
patients (%)
Rozktad genotypéw u miodych otytych pacjentow (%)
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B AG
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Fig. 4. Distribution of genotypes with rs7895833 polymorphism in individual groups of patients.
Ryc. 4. Rozktad genotypdw z polimorfizmem rs7895833 w poszczegélnych grupach pacjentow.
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Distribution of genotypes in population of young obese
patients (%)
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Fig. 5. Ratio of dominant genotypes to other genotypes in patients with rs7895833 polymorphism.
Ryc. 5. Stosunek genotypéw dominujacych do pozostatych genotypéw u pacjentéw z polimorfizmem rs7895833.
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Distribution of alleles in population of elderly
persons (%)
Rozktad alleli w populacji oséb starszych (%)

A
BG

Distribution of alleles in population of young
obese patients (%)
Rozktad alleli u mtodych otytych pacjentow (%)

mA
"G

Fig. 6. Distribution of alleles in individual groups of patients with rs7895833 polymorphism.
Ryc. 6. Rozktad alleli w poszczegélnych grupach pacjentéw z polimorfizmem rs7895833.

DISCUSSION

With the advancement of medicine, the development
of effective pharmacotherapy and widespread preven-
tion, increasingly more people live to a ripe old age; in
many developed countries this social group is domi-
nant. The World Health Organization estimates that in
2020 the number of the elderly will exceed 20%. As
predicted by demographic forecasts, in our country the
birth rate in 2030 will also be negative and the popula-
tion aged 65 and over will continue to grow until it
reaches its peak in 2030 when it will be over 8.5 mil-
lion [19]. Still, there are cases of people or even entire
populations (Japan, Sardinia, Nicoya Peninsula) of
so-called centenarians, whose ageing mechanisms
seem to be limited and delayed [20]. Therefore, cur-
rently, thanks to the rise of molecular biology, the
importance of different variants of genes in the modi-
fication of ageing processes is increasingly pointed
out as well as their impact on the prolongation of
human life. One of the leading representatives is the
SIRT1 gene, whose polymorphisms (rs7895833 A >
G, rs2273773 C > T) are indirectly related to ageing
by affecting cholesterol metabolism, body mass, obe-
sity and atherosclerosis, as well as directly by causing
cognitive impairment or increasing the amount and
activity of sirtuins [18,21,22,23,24].

In our study, patients who had a BMI of 25 or more
constituted the control group as scientific evidence
indicates they live significantly shorter than those with
a normal body mass. A broad prospective study of
over 57.000 centres in Europe and North America
with nearly 900.000 subjects has shown that any in-
crease in BMI by 5 kg/m? is associated with a rise in
mortality by 30%. People with a BMI in the range of
30-35 kg/m? live on average 2—4 years shorter and
those with huge obesity and a BMI between 40 and

DYSKUSJA

Wraz z postepem medycyny, rozwojem skutecznej
farmakoterapii 1 szeroko pojetej profilaktyki coraz
wigce] os6b na $wiecie dozywa sg¢dziwego wieku
i W wielu rozwinigtych krajach grupa ta stanowi do-
minujaca warstwe spoleczna. Swiatowa Organizacja
Zdrowia szacuje, ze w 2020 r. liczba os6b w wieku
podesztym przekroczy 20%. Jak przewiduja prognozy
demograficzne, rowniez w naszym kraju przyrost
naturalny w 2030 r. bedzie ujemny, a populacja oséb
powyzej 65 r.z. bedzie nadal rosnaé, az osiggnie
szczyt w 2030 r., kiedy to liczy¢ bedzie ponad 8,5 min
[19]. Mimo to caly czas zagadka pozostaja przypadki
0sOb czy nawet cale populacje (Japonia, Sardynia,
potwysep Nicoya) tzw. stulatkow, u ktérych mechani-
zmy starzenia wydaja si¢ nad wyraz ograniczone
i opdznione [20]. Dlatego obecnie, dzigki rozkwitowi
biologii molekularnej, coraz czgéciej wskazuje si¢ na
znaczenie réznych wariantow genow w modyfikacji
procesow starzenia i ich wplyw na wydtuzenie zycia
czlowieka. Jednym z czolowych przedstawicieli jest
gen SIRT1, ktorego polimorfizmy (rs7895833 A > G,
rs2273773 C > T) powigzane sg posrednio ze starze-
niem poprzez wptyw na metabolizm cholesterolu, ma-
s¢ ciala, powstanie otytosci i miazdzycy oraz bezpo-
$rednio przez uposledzenie procesow poznawczych
czy wzrost ilosci i aktywno$ci sirtuin [18,21,22,23,24].

W naszym badaniu za prébe kontrolng przyjeto pa-
cjentow, ktorych BMI wynosi powyzej 25, gdyz jak
dowodza badania naukowe, osoby te zyja znaczaco
krocej od tych z prawidlowa masg ciata. W szerokim
badaniu prospektywnym, obejmujacym ponad 57
o$rodkéw z Europy i Ameryki Poétnocnej, liczacym
prawie 900 000 uczestnikow, wykazano, ze kazdy
wzrost wartosci BMI 0 5 kg/m? wiaze si¢ ze wzrostem
$miertelnosci o 30%. Osoby z BMI w granicach 30—
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45 kg/m? live up to 8-10 years shorter [25]. Another
large 15-year prospective study of 220.000 Chinese
people also demonstrated the impact of an increased
BMI on life expectancy. It was estimated that any
increase in BMI by 5 kg/m? gives a mortality risk of
14-27% [26]. It is difficult to choose a control group
based on such a parameter which will inevitably indi-
cate that the group will not live to a specific age.
It seems logical to create a control group of young
oncology patients whose probability of longevity is
significantly lower, but the low number of SIRT1
gene linkages with carcinogenesis excluded this pos-
sibility. Our observation did not show a relationship
between SIRT1 gene polymorphisms and life longevi-
ty, which may be due to incorrect classification to the
control group or too small size of the study group.
It seems advisable in future studies to create three
groups — children, adults and elderly — and to analyse
the distribution of genotypes in a wider time frame as
well as evaluate the level of sirtuins in their sera. Un-
doubtedly, this topic requires further exploration.
Currently, there are only few works in world literature
on the direct relationship between polymorphisms and
prolonged life. Recent reports by Kilica et al. [18]
indicated a significant increase in sirtuin levels in the
elderly (73.5 + 1.0, 56-92 years) and a correlation
between the incidence of the rs7895833 polymor-
phism AG genotype in individuals from this group and
the control group, where the mean age was 46.9 + 0.5
years. This genotype occurred in 33.3% of children
(control group), in 27.0% of adults (control group)
and in 45.6% of the elderly (study group) (p = 0.014)
[18].

In a study of 1279 Japanese [27], three SIRT1 gene
polymorphisms, rs7895833, rs7069102, and rs2273773
were evaluated, looking for a link between them and
obesity and hypertension. It was reported that in the
case of the rs7895833 polymorphism, AA genotype
male carriers had a significantly higher BMI and fat
content than those of other genotypes, while AA fe-
male carriers had a significantly higher statistically
significant diastolic blood pressure. In the case of the
rs2273773 polymorphism, men with the TT genotype
had a significantly higher fasting blood glucose, body
fat content, systolic and diastolic blood pressure than
other genotypes. No significant differences were ob-
served for this polymorphism in women.

To sum up the study results, we can conclude that
allele A for the rs7895833 polymorphism and allele T
for the rs2273773 are likely to be risk factors for obe-
sity in males, while allele A rs7895833 carriage in
women and allele C rs2273773 carriage in men are
likely risk factors for hypertension [27]. Given the fact
that metabolic disorders significantly accelerate the
ageing process, and that the contribution of these
polymorphisms is linked to both problems, further
research is needed to show the indirect role of the

170

ANN. ACAD. MED. SILES. (online) 2017; 71: 162-172

—35 kg/m? zyja krocej $rednio o 2—4 lata, a z otyloscia
olbrzymia i BMI miedzy 40 a 45 kg/m? az o 8-10 lat
krocej [25]. W innym duzym, 15-lethim badaniu pro-
spektywnym na populacji 220 000 chinczykoéw row-
niez wykazano wptyw zwigkszonego BMI na dtugos¢
zycia. Oszacowano, ze kazdy wzrost BMI o 5 kg/m?
daje ryzyko $miertelnosci w granicach 14-27% [26].
Trudno dobraé grupe kontrolng opartg na takim para-
metrze, ktory w sposob pewny wskaze, ze grupa ta nie
dozyje konkretnego wieku. Logiczne wydaje si¢ stwo-
rzenie grupy kontrolnej ztozonej z mtodych pacjentow
z choroba nowotworowa, ktérych prawdopodobien-
stwo dtugowieczno$ci jest istotnie nizsze, jednak mata
liczba powigzan genu SIRT1 z kancerogenezg wyklu-
czyla t¢ mozliwos¢. Nasze obserwacje nie wykazaty
zwigzku miedzy badanymi polimorfizmami genu
SIRT1 a dlugoscia zycia, co moze wynika¢ z niewta-
sciwej klasyfikacji 0sob do grupy kontrolnej lub zbyt
malej liczebnos$ci grupy badawczej. Wskazane wydaje
si¢ stworzenie w Kolejnych badaniach trzech grup —
dzieci, dorosli, osoby w podesztym wieku — i przeana-
lizowanie rozktadu genotypdw w szerszej ramie cza-
sowej oraz dokonanie oceny poziomu sirtuin w ich
surowicach. Bez watpienia temat ten wymaga dal-
szych poszukiwan.

W literaturze $wiatowej istnieje obecnie tylko kilka
prac odnoszacych si¢ do bezposredniego zwiazku
miedzy badanymi polimorfizmami a przedluzonym
zyciem. Najnowsze doniesienia Kilica i wsp. [18]
informujg o znaczagcym wzroscie poziomu sirtuin
U os6b w wieku podesztym (73,5 + 1,0; zakres 56-92
lat) oraz Kkorelacji miedzy czgstoscia wystepowania
genotypu AG polimorfizmu rs7895833 u oséb z tej
grupy a grupa kontrolna, gdzie $rednia wieku wynio-
sta 46,9 + 0,5 roku. U dzieci (grupa kontrolna) geno-
typ ten wystgpowal z czgstoscig 33,3%, u dorostych
(grupa kontrolna) — 27,0%, a u os6b starszych (grupa
badawcza) — 45,6% (p = 0,014) [18].

W badaniu grupy 1279 Japonczykdéw [27] oceniano
trzy polimorfizmy genu SIRT1 rs7895833, rs7069102,
i 1s2273773, poszukujac zwigzku miedzy nimi a oty-
loécig 1 nadci$nieniem tetniczym. Dowiedziono, ze dla
polimorfizmu rs7895833 nosiciele genotypu AA plci
meskiej mieli znaczaco statystycznie wyzsze BMI
i zawarto$¢ tkanki tluszczowej niz nosiciele innych
genotypow, natomiast kobiety nosicielki genotypu AA
wykazywaly znaczaco statystycznie wyzsze rozkur-
czowe ci$nienie tetnicze. W przypadku polimorfizmu
1s2273773 zaobserwowano, ze u me¢zczyzn nosicieli
genotypu TT warto$¢ glikemii na czczo, zawarto$é
tkanki tlhuszczowej, warto$¢ cisnienia skurczowego
i rozkurczowego byly istotnie bardziej podwyzszone
niz w przypadku innych genotypéow. U kobiet nie
zaobserwowano dla tego polimorfizmu znaczacych
odregbnosci. Podsumowujac wyniki badan stwierdzono,
ze posiadanie allelu A w obrebie polimorfizmu rs7895833
i allelu T dla rs2273773 prawdopodobnie stanowi



SIRT1 gene in accelerating ageing through biochemi-
cal carbohydrate-lipid metabolic pathways.

Another study, which was conducted in the Chinese
population of the Yongfu region, analysed the follow-
ing 5 polymorphisms of the SIRT1 gene: rs3758391,
rs3740051, rs2273773, rs4746720 and rs10997870.
A cohort of 500 patients was divided into a study
group with mean age span of 93.17 years and a control
group consisting of healthy people whose average age
was 46.92 years. The results for only one polymor-
phism showed a statistically significant correlation for
the CT rs4746720 genotype, which was significantly
more common than the other homozygotes, CC and
TT (P = 0.000, OR = 2.098, 95% CI: 1.412-4.117).
No relationship was found between life expectancy
and the rs2273773 polymorphism which we have
studied [28].

To sum up the results of our work, we can conclude
that there was no statistically significant correlation
between the chosen polymorphisms and the length of
life in the Upper Silesian population. This may be due
to population differences or not entirely optimal con-
trol group selection. However, given the clinical back-
ground of ageing processes and their complex mecha-
nisms, it seems reasonable to extend the study by
measuring carbohydrate-lipid metabolism and blood
pressure parameters together with serum sirtuin levels
and then perform comparative analyses in significant-
ly different age groups. Undoubtedly, the search for
genetic determinants of ageing is an indispensable
element of modern diagnostics, early prevention and
treatment of the elderly, whose numbers will continue
to grow systematically in the coming years.

t. Wozny i wsp.: SIRT1 GENE POLYMORPHISMS AND LIFE EXPECTANCY

czynnik ryzyka otytosci u mezezyzn za$ nosicielstwo
allelu A rs7895833 u kobiet i allelu C rs2273773
U megzczyzn jest prawdopodobnym czynnikiem ryzyka
nadcis$nienia tetniczego [27]. Bioragc pod uwage fakt,
ze schorzenia metaboliczne znaczaco przyspieszaja
procesy starzenia, a udzial wspomnianych polimorfi-
zmoOw jest wigzany z obydwoma problemami, nie bez
przyczyny potrzebne sa dalsze badania, ktére byé
moze ujawnig posrednig role genu SIRT1 w przyspie-
szaniu starzenia na drodze szlakéw biochemicznych
gospodarki weglowodanowo-lipidowej.

W innej prébie na chinskiej populacji regionu Yongfu
poddano analizie 5 polimorfizméw genu SIRTI:
rs3758391, rs3740051, rs2273773, rs4746720
i r$10997870. Kohorte 500 pacjentéw podzielono na
grupy badawcza ze $rednig dlugoscia zycia 93,17 roku
i kontrolng, ztozona ze zdrowych osob, ktorych sredni
wiek wynidst 46,92 roku. W wynikach tylko dla jed-
nego z polimorfizméw wykazano znaczacg statystycz-
nie korelacj¢, mianowicie genotyp CT rs4746720
okazal si¢ istotnie czestszy niz pozostate homozygoty
CCiTT (P = 0,000, OR = 2,098, 95% CI: 1,412—
—4,117). Nie udowodniono zadnego zwigzku miedzy
dlugoscia zycia a badanym przez nas polimorfizmem
rs2273773 [28].

Reasumujac wyniki naszej pracy, nie wykazano istot-
nie statystycznej korelacji miedzy wybranymi poli-
morfizmami a dlugoscia zycia w populacji pacjentéw
z rejonu Gornego Slaska. Byé moze wynika to z r6z-
nic populacyjnych lub nie do konca optymalnego
doboru grupy kontrolnej. Jednak biorac pod uwage
kliniczne tlo proceséw starzenia i ich ztozone mecha-
nizmy, racjonalne wydaje si¢ poszerzenie badania
0 pomiar parametrow gospodarki weglowodanowo-
-lipidowej i cisnienia tetniczego wraz z oceng stgzenia
poziomu sirtuin w surowicy, a nastgpnie wykonanie
analizy porownawczej w grupach istotnie rdznigcych
sie pod wzgledem wieku. Bez watpienia poszukiwanie
genetycznych uwarunkowan regulujacych starzenie
jest nieodzownym elementem nowoczesnej diagno-
styki, wczesnej profilaktyki i leczenia osob w wieku
podesztym, ktérych liczba w kolejnych latach bedzie
systematycznie rosta.
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