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ORJINAL MAKALE

Cokluila¢ direnciileiligkili protein 1 (MRP1) G1666A gen polimorfizmi
ile idrar arsenik diizeyleri arasindaki iliski

Dilek KAYA-AKYUZLU, Zeliha KAYAALTT', Fezile OZDEMIR, Engin TUTKUN, Tiilin SOYLEMEZOGLU

OZET

Coklu ilag direnci ile iligkili protein 1 (Multidrug-Resistance
associated Protein 1=MRP1), ATP baglayan kaset (ATP-
binding cassette, ABC) tastyic1 protein ailesinin bir iyesidir.
Bir¢ok endojen ve ekzojen bilesigi hiicre disina tagiyarak
organizmay1 hiicresel diizeyde, ksenobiyotik birikiminden ve
dolayisiyla toksisitesinden korumaktadir. MRP1, 6zellikle Faz
II reaksiyonlarinda tiretilen glutatyon-, glukuronid- ve stilfat-
konjugatlarini tasimaktadur.

MRPI1, ABCCI geni tarafindan kodlanmaktadir ve bu gendeki
polimorfizmler genin fonksiyonunu etkileyerek bireyler arasi
farkliliklara neden olabilmektedir. Bu ¢alismanin amaci,
MRP1 G1666A gen polimorfizminin idrar arsenik diizeylerine
etkisini 95 Tiirk metaliirji igisinde belirlemektir. Idrar arsenik
konsantrasyonu Zeeman diizeltmeli Grafit Firmnli Atomik
(GFAAS)
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olgilmustir. MRP1 G1666A tek niikleotit polimorfizmi
(PCR)-Restriksiyon
Parga Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemi kullanilarak

ise Polimeraz Zincir Reaksiyonu

belirlenmistir. Genotip frekanslar1 %12,6 homozigot tipik (GG),
%41,1 heterozigot (GA) ve %46,3 homozigot atipik (AA) genotip
olarak belirlenmistir. Ortalama idrar arsenik diizeyi 5,58+4,37
ug/L olarak hesaplanmistir. MRP1 genotipleri ile idrar arsenik
diizeyleri arasinda istatistiksel agidan anlaml bir iligki tespit
edilmigtir (p=0,001). Idrar arsenik diizeyi, GG genotipine
sahip iscilerde (10,70+7,61 pg/L), GA (4,84+2,54 ug/L) ve AA
(4,83+3,72 ug/L) genotipine sahip iscilere gore daha yiiksek
bulunmustur. Bu ¢aligma, MRP1 G1666A gen polimorfizminin
idrar arsenik diizeyleri agisindan bireysel farkhiliga neden
oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Arsenik; idrarda arsenik diizeyi; MRP1; tek
niikleotit polimorfizmi

GIRIS

Arsenik yerytiziinde dogal olarak bulunan (1-3), ¢evredeki
davranist ve viicuttaki metabolizmasi hem metallerin hem
de ametallerin fizikokimyasal 6zelliklerine benzeyen, toksik
ve karsinojenik bir metalloid elementtir (2). Dort oksidasyon
basamaginda (-3, 0, +3, +5) olusabilen arsenigin, +3 ve +5
degerlikli formlar1 dogada en yaygin bulunan oksidasyon
basamaklaridir (3-5). Insanlarin biiyiik bir kismi, ok diisiik
diizeyde arsenige kronik olarak su ile maruz kalmaktadirlar.
Diinya Saghk Orgiiti'lne (WHO) gore suda bulunabilen
arsenik i¢in 6nerilen sinir deger 10 pg/litredir (1). Arsenige,
kirlenmis vyeraltt sulariyla yetisen triinlerin tiiketilmesi
veya mesleksel maruziyet gibi ikincil yollarla da maruz
kalinabilmektedir (6). Arsenige mesleksel maruziyet ise,
genellikle pestisitler, herbisitler ve diger tarimsal iirtinlerin
Maden
fabrikalarinda ise arsenik buhari ve tozlarina mesleksel olarak

tretimi swrasinda  gerceklesmektedir. eritme
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maruz kaliabilmektedir (7). Calisanlarin arsenige maruz
kaldiklar1 diger endiistriler ya da faaliyetler ise, komiir yakith
santraller, basingla islenmis ahsabin hazirlandig: fabrikalar,
cam isciligi ve elektronik endiistrisidir (8).

Biyometilasyon, birgok memeli tiiriinde inorganik arsenik
metabolizmasimin esas yolagidir. Arsenik metilasyonu
baslica karacigerde, ¢ok az miktarda bobrekte ve
akcigerlerde gerceklesmektedir. Arsenik biyometilasyonu,
farkli enzimlerin katalizledigi, AsV-igeren bilesiklerin
indirgenmesi ve AsIII iceren bilesiklerin metilasyonu olmak
iizere 2 asamadan olusmaktadir (9). Insanlarda, arsenik
bilesikleri karacigerde metilasyonla metabolize edildikten
sonra glutatyonla birlesmekte ve ¢oklu ila¢ direnci ile iligkili
protein 1 (multidrug-resistance associated protein, MRP1)

ile idrara taginarak viicuttan atilmaktadir (10-12).

Cokluilag direnci proteinleri (multidrug resistance proteins),
ATP baglayan kaset (ATP-binding cassette, ABC) tasiyic
protein ailesinin iiyesidir. Ik kesfedilen ¢oklu ilag direnci
proteini, 170 kDa biytkligiindeki P-glikoproteindir. Bu
kesfi, daha sonra 1990 yilinda 95 kDa biiyiikliigiindeki meme
kanseri diren¢ proteini (BCRP=Breast Cancer Resistance
Protein) ve 1992de MRP1 gibi diger ¢oklu ila¢ direnci
proteinlerinin bulunmas: izlemistir (13). MRP1, ¢oklu ilag
direncine sahip akciger kanseri hiicre hattinda ilk klonlanan
ve tanimlanan MRP proteinidir (14). MRP1, neredeyse biitiin
insan dokularinda sentezlenmektedir. Bununla birlikte,
en fazla bulundugu dokular testisler, akcigerler, dalak,
bobrek, plasenta, tiroid ve adrenal bezlerdir (10). Eozinofil
lokositler ve eritrositler gibi dolagim sistemi hiicrelerinde
ya sentezlenmemekte ya da ¢ok az sentezlenmektedir (15).
MRPl’'in karacigerdeki miktar1 da normalde azdir (10).
MRP1, kutuplagsmis hiicrelerde, genellikle bazolateral zarda
bulunmaktadir (14,15). MRP1 ile tasinan organik anyonlar,
Faz II reaksiyonlar: ile olusan glutatyon-, glukuronit- ve
stilfat-konjugatlar1 ile dogal olarak olusan konjugasyon
metabolitleridir. Antimonial ve arsenikli oksianyonlar ise

MRP1 ile taginan inorganik anyonlardir (14).

MRP1, 16. kromozomda (16p13.1) bulunan ve yaklagik 200
kb uzunlugundaki ABCCI geni tarafindan kodlanmaktadir.
ABCCI genindeki polimorfizmlerin biyiik bir kisminin
¢ok diisiik frekansta (<%5) goriilmesi, bu genin olduk¢a
korunmus oldugunu diisiindiirmektedir. ABCCI geninde en
fazla bulunan polimorfizmler, tek niikleotit polimorfizmleri
olmakla birlikte, tekrarlar, insersiyonlar ve delesyonlar da
goriilmektedir. Polimorfizmlerin biiytik bir kismi ifade
edilmeyen boélgede (untranslated-UTR) ve intronlarda

goriilmekte olup, kodlanan bolgede ¢ok az polimorfizm
bulunmaktadir. Simdiye kadar, kodlanan bélgede sadece
14 adet sinonim olmayan (aminoasit sekansinda degisiklik
olan) polimorfizm tespit edilmis ancak anlamsiz (nonsense-
dur kodonuna degisen) polimorfizm belirlenmemistir.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, MRP1 proteininin arsenik
birikiminden hiicreleri korudugu sonucuna varilmistir
(10, 16).
polimorfizmlerin, protein ifadesini degistirdigini gosteren
(17).
MRPTI’i kodlayan genlerdeki polimorfizmlerin idrar arsenik

Literatiirde, bu proteini kodlayan gendeki

¢alismalar da bulunmaktadir Bununla birlikte,
diizeylerine etkisini Tiirk populasyonunda arastiran bir
caligmaya literatir taramalarinda rastlanmamisti. Bu
nedenle, yapilan caligma arsenik toksikokinetiginde 6nemli
rolii olan MRP1 tasima proteininin idrar arsenik diizeylerine

etkisini arastiran ilk calisma olma 6zelligindedir.

GEREC VE YONTEM

Caligmaya, Ankara Meslek Hastaliklar1 Hastanesine saglik
kontroliine gelen, Kiitahya Eti-Glimiis Fabrikasrnda ¢alisan
95 metaliirji iscisi dahil edilmistir. Caligma hakkinda
bilgilendirilen bireylerden biyolojik 6rnekler alinmadan
once her bireyin, yasi, maruziyet siiresi ve sigara kullanip
kullanmadi8 gibi bilgiler sorularak kaydedilmistir. Arsenik
konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla idrar &rnekleri
ve MRP1 G1666A polimorfizmini belirlemek i¢in de kan
ornekleri toplanmustir. Sivi kan 6rnekleri 4er ml'lik EDTA
iceren vakumlu tiiplere (VACUTEST kima, Italy) alinmis
ve analize kadar +4°Cde saklanmustir. Her bir is¢iden idrar
kaplarina alinan yaklagik 100 ml idrar 6rnekleri ise analize
kadar -20°Cde saklanmustir. Bu calisma, Ankara Universitesi
Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'nun 24.09.2012 tarih ve 15-512-12
say1li izni ile ylirtitiilmistir.

Déner kapakli polipropilen tiipler (15 mllik) igerisine
aktarilan l'er ml idrar 6rnekleri mikrodalga firinda yikilama
islemi yapilmaksizin, 5 ml %65’lik nitrik asit (HNO,) ile
muamele edilmis ve toplam hacim deiyonize su ile 10 ml'ye
tamamlanmistir. Analiz i¢in hazirlanan idrar 6rneklerindeki
toplam arsenik metali analizinde Grafit Firinli Atomik
Absorpsiyon Spektrometre cihazi (Varian AA240Z Zeeman
Atomik Absorpsiyon Spektrometre, Victoria, Avustralya)
kullanilmistir (Tablo 1). Arsenik analizi i¢in dalga boyu 193,7
nm olarak ayarlanmistir. Ortam gazi olarak Argon (Vagak
Gaz, Ankara, Tirkiye) ve 151k kaynagi olarak da arsenik
oyuk katot lambasi (Varian Spectra AA Lamp, Victoria,
Avustralya) kullanilmistir.
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Tablo 1. Arsenik analizi i¢in uygulanan yontem.

Element -
matriks As - Idrar Akim 12,0 mA
Enstriiman Zeeman Background BCon
Konsantrasyon
birimi ug/L Standart 1 3,0 pug/L
Enstriiman
modu Absorbans Standart 2 6,0 pg/L
Otomatik-
Ornekleme Karigtirma Standart 3 9,0 ug/L
Kalibrasyon
modu Konsantrasyon Standart 4 12,0 ug/L
Olgiim modu  Pik yiiksekligi Standart 5 15,0 pg/L
Reslope
Standart tekrar1 3 standardi Standart 2
Ornek tekrari 3 Reslope alt limit % 75
Ekspansiyon Reslope iist
faktor 1,0 limit % 125
50 ornekte
Egri ¢izimi 7 noktali Rekalibrasyon bir
Konsantrasyon Kalibrasyon
ondalik aralig1 2 basamak algoritmasi Lineer
Toplam
enjeksiyon
Dalga boyu 193,7 nm hacmi 25ul
Ana standart
Slit genisligi 0,5 nm konsantrasyonu 15 ug/L
Gain % 59

Swv1 kan orneklerindeki niikleer DNA'y1 agiga ¢ikarabilmek
amactyla fenol-kloroform-izoamil alkol izolasyon yontemi
kullanilmugtir. Izole edilen genomik DNA &6rneklerinde,
MRP1 G1666A polimorfizmini iceren gen bolgesi PCR
yontemi ile Thermal Cycle (TECHNE TC 512, UK) cihaz1
kullanilarak ¢ogaltilmistir. PCR sonucunda olusan 160 bp’lik
PCR iriini Mspl restriksiyon enzimi ile kesilmis ve kesim
irtinleri Sekil 1'de sunulmustur.

M | 2 3

4 3 6

Sekil 1. 160 bplik amplifikasyon tiriiniiniin Mspl enzimi ile kesim
sonucunda olusan oligoniikleotid uzunluklari. (M=100 bp Ladder;
1: Kesilmemis PCR firiinii (160 bp); 2 ve 6: AA genotip: 160 bp; 3
ve 4: GA genotip: 160 bp, 90 bp ve 70 bp; 5: GG genotip: 90 bp ve
70 bp).

Caligmanin istatistiksel analizleri SPSS V16 kullanilarak
yapilmustir. Genlerin genotip ve alel frekanslar1 ¢ikarilmig
ve Hardy-Weinberg esitligi hesaplanmustir (p*+2pq+q*=1).
Olgiimle elde edilen degiskenler bakimindan bagimsiz iki
grubun karsilastirilmasinda “Student T” testi, bagimsiz
ikiden fazla grubun karsilastirlmasinda ise “Oneway
Anova” varyans analizi kullanilmigtir. Tanimlayicr istatistik
olarak nitel degiskenlerde oran, nicel degiskenlerde ise
ortalamatstandart sapma ve minimum ile maksimum
degerler verilmistir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir.

BULGULAR

Calismada kullanilan 95 kan ve idrar Orneginin tamami
erkek iscilerden toplanmustir. Calistiklari isyeri nedeniyle
arsenige mesleksel olarak maruz kalan bu 95 erkek isciye
ait yas, maruziyet siiresi ve idrar arsenik diizeyleri ile ilgili
ortalama, standart sapma, maksimum ve minimum degerleri
Tablo 2de sunulmustur. Iscilerin yagi, arsenige maruziyet
siiresi ve sigara kullanimu ile idrar arsenik diizeyleri arasinda
istatistiksel acidan anlamli bir iligki tespit edilememistir
(p>0,05).

Tablo 2. Iscilerin yas, maruziyet siiresi ve idrar arsenik

diizeylerine ait tanimlayici istatistikler.

Tanimlayici Yas Maruziyet siiresi Idrar As diizeyi
istatistikler (y1l) (yil) (ng/L)
Ortalamaz+
Standart 33,36+7,77 3,41+1,99 5,58+4,37
Sapma
Minimum 18 0,5 0,99
Maksimum 52 10 27,54

Arsenige maruz kalan bireylerde (n:95), MRP1 G1666A
polimorfizminin genotip frekanslar1 %12,6 homozigot tipik
(GG),%41,1 heterozigot (GA) ve %46,3 homozigotatipik (AA)
genotip olarak belirlenmistir. MRP1 G1666A polimorfizmi
ile olugan alel frekanslar1 ise (n:190); G aleli i¢in %66,8
(n:127), A aleli icinse %33,2 (n:63) olarak tespit edilmistir.
Yapilan istatistiksel ~analizler sonucunda ¢aligtigimiz
populasyonun, MRP1 G1666A gen polimorfizminin genotip
ve alel frekanslarmin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu

bulunmustur.
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Idrar arsenik diizeyleri, MRP1 G1666A genotiplerine
gore degerlendirildiginde, GG genotipine sahip iscilerde
(10,70+7,61 pg/L) idrar arsenik diizeyinin GA (4,84+2,54
ug/L) ve AA (4,83+3,72 ug/L) genotipine sahip iscilere gore
daha yiiksek oldugu belirlenmistir ($ekil 2). MRP1 G1666A
genotipleri ile idrar arsenik diizeyleri arasinda da istatistiksel
acidan anlaml bir iligki bulunmustur (p=0,001).
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Sekil 2. MRP1 G1666A gen polimorfizmi ile idrar arsenik
diizeyi arasindaki iligki

TARTISMA

Son yillarda iilkemizde yoniinden
ozellikle tehlike
olusturdugu birgok c¢alisma ile gosterilmistir. Arsenik,

cevre kirlenmesi
metallerin, arsenigin potansiyel bir
stilfidril gruplarina baglanarak sag, deri ve tirnaklarin
keratin matriksinde depolandigindan, kronik arsenik
maruziyetinin baglica belirtileri avug i¢i ve ayak tabaninda
pigmentasyon ve hiperkeratozdur. Bu belirtilere ek olarak
goriilebilecek diger yan etkiler, periferal néropati, akciger
hastaligi, kardiyovaskiiler problemler, konjuktivit, diyabet,
halsizlik, anemi, diyare ve hepatomegalidir. Kronik arsenik
maruziyetinin deri kanserinin yani sira akciger, mesane,
bobrek ve karaciger gibi i¢ organ kanserlerine de neden
oldugu ile ilgili yaymn sayist her gecen giin artmaktadir.
Bununla birlikte, ayn1 oranda arsenige maruz kalan bireylerin
sadece %15-20%inde deri lezyonlar1 olusmakta ve kanser
olusumu agisindan bireyler arasinda farklilik bulunmaktadir.
Bu bireysel farkliliga neden olan ¢esitli faktorlerden biri, bazi
bireylerde arsenik metabolizmasinda gérev alan enzim ve
proteinleri kodlayan genlerdeki polimorfizmler nedeniyle
arsenigin viicuttan yeterince atilamamasidir (6). Insanlarda,
arsenik bilesikleri biiylik oranda karacigerde metilasyonla
metabolize edildikten sonra baslica idrarla ve daha az oranda
safra ile atilmaktadir (9, 10, 18). Karacigerde metillenen ve

glutatyonla birlesen arsenik, MRP1 ile sistemik dolagima ve

sonra idrara tasmnmakta ve boylece viicuttan atilmaktadir
(10, 11).

MRP1 tastyict proteininin dokular1 arsenik maruziyetinden
glutatyona bagimli bir mekanizma ile koruduguna dair
bulgular literatiirde bulunmaktadir (10, 16). Leslie ve
ark. AsIITiin  AsIII(GS), olarak tagindigini gostermistir.
Dolayisiyla AsV, Asllle indirgendikten sonra MRPI ile
hiicre disina tasinmaktadir (10). Vernhet ve ark., asirt MRP1
tireten hiicre hatlariyla yaptiklar1 ¢alismada, bu hiicrelerin
antikanser bir madde olan arsenik triokside direncli
oldugunu gostermislerdir (11). Bununla birlikte, Mrp1 (+/+)
ve Mrpl (-/-) farelerin karsilastirildig1 ¢alismalarda, yiiksek
doz akut maruziyet sonrasinda iki grup fare arasinda hayatta
kalma ve dokularda arsenik birikimi acisindan bir fark
olmadig: tespit edilmistir (19). Leslie ve ark. (2000) MRP1
ve arsenigin aragtirildigi bu ¢aligmalarda farkli sonuglar elde
edilmesinin nedeninin, uygulanan arsenik dozlarimin farkli
olmasindan kaynakladigini ileri siirmektedir. Leslie ve ark’na
gore, yliksek doz maruziyet MRPI'in doymasina ve diger
koruyucu yolaklarin devreye girmesine neden olmus olabilir.
Dolaysiyla, ditsitk dozda ve kronik arsenik maruziyetinde
MRP1,
korunmasi i¢in olduk¢a 6nemli bir proteindir (20). Ayrica,
AsIII, MMAV ve DMAV gibi farkl: arsenik tiirlerine maruz
birakilan sican karacigeri, insan epidermoid karsinoma ve
akut promiyelositik hiicre hatlar1 gibi bir¢ok dokuda MRP1
protein ekspresyonunun arttig1 gozlenmistir (10).

dokularin arsenigin karsinojenik etkilerinden

MRP1 tasiyic1 proteinini kodlayan ABCCI geni polimorfik
bir gen olup, Asyalilarda ve beyaz irkta simdiye kadar
yapilan ¢aligmalarda ¢ok sayida SNP tanimlanmustir.
Tanimlanan tek niikleotit polimorfizmlerinin biyiik bir
kismi, kodlanmayan boélgede ve intronlarda yer alirken, ¢ok
az bir kismu1 kodlanan boélgede bulunmaktadir (15). Bizim
caligmamizda ise bir promotor bolge polimorfizmi olan
MRP1 G1666A polimorfizminin idrar arsenik diizeylerine
etkisi aragtirilmig ve etkisi oldugu gortilmistiir. Tablo 3’te
gorildagi gibi MRP1 G1666A polimorfizmi ile idrar arsenik
diizeyleri arasinda istatistiksel acidan anlaml bir iligki tespit
edilmigstir (p=0,001).

Tablo 3. Arsenide maruz kalan bireylerde MRP1 GI1666A
polimorfizmi ile idrar arsenik diizeylerinin istatistiksel degerleri.

As Dii- MRP1 Ortala- Minumum- Maksimum-
zeyleri genotip maiS.S. Degerler Degerler
. GG 12 10,70+7,61 2,63 27,54
Idrar
GA 39 4,84+2,54 1,40 18,89 0,001
(ng/L)
AA 44 4,83+3,72 0,99 11,61
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Bulgularimiza gore, arsenigin viicuttan uzaklastirilmasi
acisindan MRP1 homozigot bireyler (GG) daha avantajli gibi
goriinmektedir. G1666A polimorfizmi, MRP1’i kodlayan
ABCCI geninin promotor bolgesinde yer almaktadir
ve yapilan ¢aligmalarda promotor bolgede yer alan tek
niikleotit polimorfizmlerinin, transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasini  bozarak gen ifadesini etkileyebilecegi
gosterilmistir. MRP1 G1666A polimorfizmi ile hepatoseliiler
karsinom arasindaki iligkinin aragtirildigr bir ¢alismada da
G alelinin niikleer proteinlere baglanma ilgisinin A aleline
gore daha fazla oldugu goriilmiis ve bu nedenle pompalama
aktivitesinin G aleline sahip bireylerde daha fazla olabilecegi
distintlmistiir. Bu caliymada A aleline sahip bireylerin 4 yil
daha fazla yasayarak daha iyi bir prognoza sahip olduklar
belirlenmistir (17).

Boyle bir etkinin belirlenmis olmasi ilerleyen yillarda arsenik

Association between multidrug-resistance associated
protein 1 (MRP1) G1666A gene polymorphism and
urinary arsenic levels

ABSTRACT

Multidrug Resistance Protein 1 (MRP1) is a human ATP-Binding
Cassette (ABC) transporter protein. It mediates the cellular
efflux of various endo- and exobiotics and, thus, protects tissues
from toxic insults. MRP1 transports particularly glutathione-,
glucuronide- and sulphate-conjugates that are produced by
transferases of Phase II enzymes. MRP1 is encoded by ABCCI
gene and polymorphisms can affect the function of this gene
and cause inter-individual differences. The aim of this study was
to determine the effect of MRP1 G1666A gene polymorphism
on urinary arsenic levels in 95 Turkish smelter workers. Urinary
arsenic concentrations were measured by Graphite Furnace

KAYNAKLAR

1. WHO (2008). Guidelines for drinking-water quality,
3rd edition incorporating Ist and 2nd addenda. Vol. 1.
Recommendations. Geneva, World Health Organization,
pp- 306-308b (http://www.who.int/water_sanitation_health/
dwq/GDW 12revland2.pdf). [Accessed 21 December 2015].

2. Watanabe T, Hirano S. Metabolism of arsenic and its
toxicological relevance. Arch Toxicol 2013;87: 969-79.

3.  Faita E Cori L, Bianchi E Andreassi MG. Arsenic-induced
genotoxicity and genetic susceptibility to arsenic-related
pathologies. Int ] Environ Res Public Health 2013;10: 1527-46.

4. Rossman TG. Mechanism of arsenic carcinogenesis: an
integrated approach. Mutat Res 2003;533: 37-65.

5. Bhattacharjee H, Sheng ], Ajees AA, Mukhopadhyay R, Rosen

maruziyetine bagli hastaliklara ve kanser olusumuna duyarl
bireylerin tespit edilmesine ve bu bireylerin arsenige maruz
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