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Amag: Cevresel kirletici maruziyetine bagli olarak islevselligi degisen ve bozulan membran transportlar nedeniyle, bu maddeler plasental
bariyeri gecerek plasental kan dolasimina gegebilmektedir. Calismada, cevresel kirleticilerin bu transport proteinleriyle etkilesimlerinin
molekiiler boyutta incelenmesi amaglanmaktadir. Gere¢ ve Yontem: Arastirma kapsaminda hemokoryal yapiya sahip insan ve
endotelyokoryal yapiya sahip kopek plasentasinda; 28 kirleticinin analizi GC-MS ile yapilmis (PCB, PBDE, PAH ve Organik klorlu
pestisitler); RNAseq ile plasental tiim genom ifade profili arastirilmis, in siliko (molekiiler kenetleme) ve in vitro (PCB 101, PCB118
uygulanan plasental hiicre hattt HTR8/SVneo’da SLC ve ABCB1 mRNA ifadesi) degerlendirilmistir. Bulgular: Test edilen 60 6rnek
icerisinde bir drnekte PCB101 826.4ug/kg; 23 6rnekte ise PCB118 0.14 ile 41,9ug/kg arasinda bulundu. Biyoinformatik bulgularda sekans
analizi yapilan 55 numunede PCB pozitif ve negatif numuneler arasinda 742 gende farklilik bulundu (p<0.05). Bu genler igerisinde 14 adet
SLC ve 2adet ABC ailesinde gruplara gore ifade farkliligi bulundu. SLC igerisinde en diisik p degerine sahip ilk iki gen SLC4A1
(p=0.000126) ve SLC38AS5 (p=0.000563) olurken, ABC’ler igerisinde ABCAS (0.022997) ve ABCC1 (p=0.025288) olarak bulundu. qPCR
bulgularina gore hem ABCBI i¢in hem de SLC22A6 i¢cin mRNA ifadesinde artig goriilmekte birlikte bu artis ABCBI1 i¢in daha yiiksek
bulundu (p<0.05). Senug: ABCBI1 gen ifadesi ve PCB ligandlarina baglanma affiniteleri de SLC (SLC1AS5)’ye gore daha yiiksek bulundu.
Sonug olarak PCB maruziyetinin ABCB1 ifadesini degerlendirmeye alinan SLC’lere gore daha fazla etkiledigi gosterildi.
Anahtar Kelimeler: Plasenta, Genomik, PCB, SLC, ABCB1.

Environmental Contaminants and Placental Transporters: Example of PCB vs. SLC

and ABCB1
Abstract
Obijective: Due to widespread presence and exposure to environmental pollutants, structural and functional changes in membrane transporters
could occur, leading to plasental transport of these compounds. In this study, the effects of PCBs on SLC abd ABCB1 membrane transport
molecules were evaluated. Materials and Methods: Hemochorial structured human placenta and endotheliochorial structured dog placenta
were analyzed for 28 pollutants (PCB, PBDE, PAH and Organochlorines) using GC-MS. The expression profile of the placental whole
genome were investigated with RNAseq, and in silico (molecular chelation) and in vitro (SLC and ABCB1 mRNA expression in the placental
cell line HTR8/SVneo treated with PCB 101, PCB118) were evaluated. Results: PCB101 826.4pg/kg in one sample out of 60 samples tested,
In 23 samples, PCB118 was found to be between 0.14 and 41.9ug/kg. In the bioinformatics findings, there were differences in 742 genes
between PCB positive and negative samples in 55 samples that were sequenced (p<0.05). Among these genes, expression differences were
found in 14 SLC and 2 ABC families according to groups. The first two genes with the lowest p values in SLC were SLC4A1 (p=0.000126)
and SLC38A5 (p=0.000563), while ABCAS8 (p=0.022997) and ABCC1 (p=0.025288) were found in ABCs. According to the qPCR findings,
there was an increase in mMRNA expression for both ABCB1 and SLC22A86, but this increase was found to be higher for ABCB1 (p<0.05).
Conclusion: ABCB1 gene expression and binding affinities to PCB ligands were also higher than SLC (SLC1A5). Placental PCB exposure
affected ABCBL1 expression more than the tested SLCs.
Keywords: Placenta, Genomic, PCB, SLC, ABCBL.
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Yurdakok-Dikmen ve ark.

GIRiS

Cevresel kirleticiler arasinda  kalict  organik
kirleticiler (KOKiIar) uzun mesafelere
taginabilmeleri, ¢evrede kalict olmalari, ekosistemde
biyoakiimiile ve biyomagnifiye olmalari nedeniyle
kiiresel olarak endise olusturan kimyasallar olarak
degerlendirilmektedir. KOK’larin plasentadan fetiise
gecisinde 6nemli olan transport proteinlerinin ifadesi
ve islevine iligkin tiirler aras1 pek ¢ok ortak nokta olsa
da ifade diizeyi ve ifadesi farkliliklar gostermektedir.
Ayni ortami paylagsalar bile kdpek ve insanlarda
KOK konsantrasyonlarinda, ozellikle
metabolizmasina bagh olarak farkliliklar
goriilebilmektedir. Cevresel faktorlerin, hastaliklarin
etiyoloji ve patogenezinde tiirler arasinda ortak rol
oynayabilecegi  diigiiniildiigiinde  tlirler  arasi
farkliliklarin, bu proteinlerin fonksiyonuna yonelik
etkilerinin aragtirnlmas1 ve iligkilendirilebilmesi
acisindan  temel  olusturacagi  goriilmektedir
(Yurdakok-Dikmen ve ark. 2022).

Plasentada bulunan trofoblast hiicrelerindeki
transport proteinleri, ksenobiyotiklerin transplasental
dispozisyonunda  (hiicre  igerisine  alinmasi,
uzaklastirilmasi) goérev alarak fetiisii maternal
toksinlerden korur (Burton GJ ve ark. 2015).
Potansiyel zararli olan kimyasallarin  fotal
kompartimana gegmesini engelleyen transport
proteinleri arasinda 6zellikle efluks transportundan
sorumlu ATP’ye bagimli olan, ATP-bagh tasiyict
kaset (ATP-binding cassette-ABC) ailesi ve influks
ya da hiicre membraninda iki tarafli tasimayi
saglayan c¢oziinmiis-likit- tasiyict (solute liquid
carrier-SLC) ailesi 6ne ¢ikmaktadir. Bu iki ailenin
trofoblastin apikal ve bazolateral kisimlarinda
koordineli ekspresyonu, ilag ve kimyasallarin
gecisinde, ilag-ilag etkilesimlerinde ve ilaca bagimli
yanit ve toksik etkilerin goriilmesinde belirleyici
olmaktadir (Pang KS, ve ark. 2010). SLC ailesinin
380 tiiyesinin 48 alt ailesi icerisinde sadece 19’unun

(organik  anyon  transport  polipeptid-SLCO,
oligopeptid transportor-SLC15, organik
anyon/katyon/zwitteriyon  transportdr- ~ SLC22,

organik katyon transportér- SLC47) ksenobiyotik
transportundaki islevi tespit edilebilmistir (Lin L ve
ark. 2015). ABC transport genlerinin yedi alt ailesi
insanda 49 farkl tasiyici proteinin kodlanmasindan
sorumludur. Bunlardan o6zellikle ABCB (p-
glikoprotein, MDR1, ABCB1 gibi), ABCC (¢oklu
ilag direnci ile iliskili proteinler- MRP gibi) ve
ABCG (BCRP, ABCG2 gibi) alt aileleri ilag ve
ksenobiyotiklerin ~ taginmasinda  6nem  tagr.
Plasentadaki ~ ABC  transportlar1  trofoblast
hiicresinden maternal dolasima maddeleri aktif
olarak pompalar (Wakabayashi K ve ark. 2006).
Trofoblast hiicrelerindeki ABC transportlarinin
apikal yiizeyde (P-glikoprotein/P-gp, BCRP, MRP2)
bazolateral yiizeye gore (MRP1) plasental bariyerde
etkin oldugu bildirilmistir (Ni Z ve ark. 2011) . SLC
transportlarindan  ise OCT (organik katyon
transport), OAT (organik anyon transport), karnitin
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transportér (OCTN), niikleosid transportdr (CNT),
organik anyon transport polipeptidleri (OATP) ve
coklu ilag ve toksin atim proteinlerinin (MATE) ilag
ve ksenobiyotiklerin taginmasinda 6nemli oldugu
bildirilmistir (Staud, Cerveny, and Ceckova 2012) .
Bu maddelerin transport protein ekspresyonundaki
bozukluklara (polimorfizm, kimyasal veya diger
aracili ekspresyon azalmasi/artmasi, fonksiyon
bozukluklar1) bagli olarak fetiise gecebildigi ve
konjenital anomalilere, gebeligin sonlanmasina ve
diger fotal saglik sorunlarma yol acabildigi
gosterilmistir (Daud ve ark. 2015). Transport
proteinlerinin ekspresyon ve etkinligi, gebelik
donemi, gebelige 6zgii hormon diizeyleri, bilylime
faktorleri, kullanilan ilag ve hastalik durumuna bagl
olarak degisebilmektedir. Dolayisiyla fetiisiin bu
ksenobiyotiklere maruziyeti; gebelik siiresince
transport protein ifade ve fonksiyonuna gore
degisebilmektedir (Ni and Mao 2011). Transport
proteinlerinin  endojen regiilasyon kapsaminda
progesteron ve Ostrojenin ABCB1 ve ABCG2’de
ifade  seviyesinde  artisa  neden  oldugu;
glukokortikoidlerin ise ilag tasinmasmin Onemli

kontrol  mekanizmasi  oldugu, wuzun siireli
deksametazonun plasental ABCB1A/P-gp
ekspresyonunu arttirdigi, ABCG2/BCRP

ekspresyonunu ise azalttigi gosterilmistir (Han LW
ve ark. 2018). Fetiis hedefli ilag tasima sistemleri
(unilamelar ipozomlar) ve farmakolojik
manipiilasyonlar  (p-glikoproteinin  baskilanmasi
gibi) ilaglarin fetiise daha fazla miktarda ge¢mesini
saglayan plasental transport proteinlerine yonelik
yapilan uygulamalardir; ancak plasental transport
proteinlerinin  hedefleri ve islevlerine yo6nelik
calismalarin ~ smurlt  olmasina  baghi  olarak
uygulamalar da heniiz yaygin degildir (Staud F ve
ark. 2012b).

GEREC ve YONTEM

Plasenta érnekleri

Aragtirmada Hacettepe Universitesi Hastanesi’nde
zamaninda (38-42 hafta) canli dogum yapan 25-35
yas aras1 annelerden edilen plasenta drnekleri (n=60)
ile Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hastanesi
Dogum ve Jinekoloji Klinigi ile Ankara Cevresi
kliniklerinde miyadinda (58-63 giin) canli dogum
yapan (1-6 yas) kopeklerden (n=25) (gebelik
komplikasyonu, erken dogum, sistemik hastaliklar,
diizenli agilamasi yapilmayan hayvanlar calisma
kapsami diginda tutuldu) alinan plasenta Ornekleri
kullanildi.  Arastirma; Hacettepe  Universitesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
(Etik Kurul Onay1: 07.03.2019 tarih ve 2019-5-49
sayili karar) ve Ankara Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (Etik Kurul Onay1:
20.02.2019 tarih ve 2019-5-49 sayili Kkarar)
belirlemis oldugu etik ve Helsinki Bildirgesi
prensipleri g6z oOniinde bulundurularak yapildi.
Ormneklerin elde edilmesi ve béliimlendirme islemi
Sekil 1°de gosterildi.

30



Yurdakok-Dikmen ve ark.

GC-MS analizi

Orneklerin GC/MS analizi i¢in hazirlanmasu, kirletici
analizi  i¢in  Orneklerin  ekstraksiyonu  ve
derivatizasyonu, GC/MS analizi igin cihaz
optimizasyonu  ve  validasyonu  tamamlandi
(Yurdakok-Dikmen ve ark. 2022).

RNA-Seq analizi

RNA izolasyonu igin érnekler, sivi azot igerisinden
¢ikarilarak, RNAaz ari sartlarda; GeneAll Hybrid-R
(GeneAll, Giiney Kore) kiti kullanilarak yapildi.
RNA izolasyonunu takiben RNA konsantrasyonu
NanoDrop ND-1000 Spektrometre (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE, USA) ile tayin
edildi. Absorbans 260/280 orani 2.0-2.2 arasi olan
ornekler c¢aligmaya dahil edildi, ornek kalitesi
calismaya uygun diizeyde degil ise hastanin yedek
ornegine doniildii ve izolasyon iglemi tekrarlandi.
Plasentadan RNA ekstraksiyonuna iliskin kopeklerde
herhangi bir kaynak bulunmamaktadir. Insan
orneklerinde yapilan aragtirmalarda ise dokunun
yapist nedeniyle RNA biitiinliiglinin ¢ogunlukla
saglanamadig1 ve RNA degradasyonuna agik oldugu
(kanda ve dokuda yiikksek RNAaz aktivitesi
bulunmasi nedeniyle) goriilmektedir. Arastirmada da
orneklerdeki  ekstraksiyonlar  ideal  analizin
yapilabilmesi i¢in optimize edilmistir (Sekil 2). Insan
plasenta 6rnekleri (n=55) ile gergeklestirilen RNAseq
analizleri sonrasinda biyoinformatik analizler Cancer
Genomic Cloud tizerinden gerceklestirildi. Ardindan
R program alt yazilimlarindan DeSeq paketi
kullanildi.

In siliko

Molekiiler yerlestirme simiilasyonlar1 ve
konformasyonel analiz, Autodock Vina’nin web
tabanli siirimii Webina 1.0.3 kullanilarak yapild:
(Suemune ve ark. 2022). Test edilen ligandlar
PubChem kimyasal veri tabanindan SDF formatinda,
proteinler ise PDB formatinda RCSB PDB (Research
Collaboratory Structural Bioinformatics Protein Data
Bank) veri taban1 kullanilarak indirildi.

In vitro

HTR8/SVneo (ATCC CRL-3271TM) hiicre hatt1 L-
glutamin ve 25mM HEPES, %5 FBS (Biological
Industries, Israil) ve %]l Penisilin-Streptomisin
(Biological Industries, Israil) iceren RPMI 1640
(Biological Industries, Israil) ortaminda 37°C'de
kiiltiire edildi. Hiicre konfluensligi, Juli FL Live Cell
Analyzer cihazinda otomatik olarak hesaplad:
(NanoEnTek Inc, Seul, Giiney Kore).

PCB118, PCB101 ve B-HCH (12 seri seyreltme ile),
ortam (negatif kontrol) ve Triton X ile inkiibe edildi.
24 saatlik bir inkiibasyonun ardindan hiicreler PBS ile
nazikge yikandi, silipernatanlar ¢ikarildi ve MTT
soliisyonu (Sigma-Aldrich, MO,USA) uygulandi. 540
nm'de absorbans, bir mikroplaka okuyucu
(SpectraMax i3/i3x MultiMode Detection Platform,
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Molecular Devices, Sunnyvale, CA) kullanilarak
olgiildii ve toksisite yiizdesi, pozitif (Triton X) ve
negatif kontroller (yalnizca orta) kullanilarak
hesaplandi. IC50'yi hesaplamak i¢in regresyon egrisi.
IC50, GraphPad Prism 7 yazilimi1 kullanilarak
hesaplandi.

gPCR analizi

2x10* hiicre, gqPCR analizi i¢in 6 kuyucuklu
plakalarda PCB118, PCB101 ve B-HCH MTT
tarafindan  belirlenen  IC50/2  ve  IC50/4
konsantrasyonlar1 uygulanarak 24 s inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan, qPCR adimlar
gerceklestirildi. mRNA, iireticinin talimatlarina gore
GeneAll kiti kullamlarak ekstrakte edildi. Ilgili
genlerin es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) ile amplifikasyonu, cDNA, 500 nM ileri ve geri
primer ve SYBR Green PCR Master Mix Buffer
(BioRad, ABD) kullanilarak toplam 20ul hacimde
iireticinin ~ protokoliine  gore  gergeklestirildi.
Housekeeping gen olarak beta-aktin kullanild1 (Lan
ve ark. |. 2017). Dongii kosullar asagidaki gibidir:
95°C'de 2 dakika siireyle ilk denatiirasyon, ardindan
40 dongii 95°C 15°s, sirasiyla ABCBI igin 62 °C,
Beta-aktin i¢in 62 °C ve SLC22a6 i¢in 57 °C'de 15°s
ve 68°C 20°s. Amplifikasyon i¢in asagidaki primerler
kullanildi: ABCB1 + 5'-GTC TGG ACA AGC ACT
GAA A-3', ABCBI1- 5-AAC AAC GGT TCG GAA

GTT T-3/, beta-aktin, + 5'-
TGAAACGACTGGAGGTGGACA-3, rev
CACGAGCTAAAGCCCTACTGC. SLC22a6 5'-
CTCAGCTCCCGGAGCAACCCA -3,

GCCCCCAGCCGCTGGGCTGGG. Real-time PCR
amplifikasyonlari, bir CFX96 Real-Time System
(Biorad) iizerinde gergeklestirilmistir. Tiim deneyler
iki kopya halinde yapildi ve 7500 Software v2.0.6 ile
analiz edildi. Referans gen olarak beta-aktin ve
GAPDH (Arenas-Hernandez ve Vega-Sanchez 2013)
kullanildz.

Istatistiksel analiz

Veri girisleri Microsoft Excel kullanilarak yapildi.
Sitotoksisite  testlerinde ~ IC50  degeri  igin
GraphPadPrism 9.3.1 ve NCSS2007 yazilimlart
kullanildi, en yiiksek powera sahip egri ile hesaplama
tamamlandi. Istatistik analiz icin SPS 11.00
stirlimiinden yararlanildi. rtPCR bulgular1 delta-delta
Ct metot kullanilarak degerlendirildi (Zhang,
Ruschhaupt, and Biczok 2013). mRNA ifadesi kat
degisimi ve ortalama standart sapma olarak verildi,
farkli genlerin ifade karsilastirilmasinda ANOVA
kullanildi. P anlamlilik degeri <0.05 olarak kabul
edildi. Biyoinformatik analizler i¢in R3.1.1. yazilimi
kullanildi ve DAVID programmin kendine ait alt
istatistik verileri kullanildi. Yolak analizi igin
Reactome yazilimi1 kullanildi, FDR (Hochberg yanlis
kesif orani) degerlendirmeye alind1.
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Sekil 1. Orneklerin elde edilmesi ve boliimlendirme islemi
A. Kopek plasenta morfolojisi sematik gésterimi. B. Sezaryen operasyonu sonrasi alinan képek plasenta drnegi (Ring) yiiziik
seklinde goriiniimii. C. Plasenta yiiziik morfolojisi acilmis hali. D. Insan Plasenta Orneklerinin Boliimlendirme Islemi

H31 H31 H33

Sekil 2. RNA ekstraksiyon optimizasyonu i¢in yapilan denemelere 6rnekler.

A. Dogrudan ekstraksiyon tamponuna konulan H31 ve H33 drnekleri ile ekstraksiyon yapildi, B. Dogrudan ekstraksiyon tamponuna
ve buz icerisinde ¢calisilan H31 ve H33 drnekleri ile ekstraksiyon yapildi. C. Dogrudan beta mercaptoethanol (BME) eklenmis
ekstraksiyon tamponuna konulan ve buz icerisinde ¢cahsilan H31 ve H33 drnekleri ile ekstraksiyon yapildi. D. Dogrudan BME

eklenmis ekstraksiyon tamponuna konulan ve icerisinde 6rneklerin erimesi beklenilmeden disekte edildi H31 ve H33 ornekleri ile
ekstraksiyon yapild.

BULGULAR

GC-MS

Degerlendirilen 28 kirleticiden, hedef analitlerin
birikimi tiirlere gore farkhilik gosterdi. Insan
plasentalarindaki kontaminasyonun insidansi ve
konsantrasyonu, dogum sayisi, yas, calisma durumu
ve 1zgara et tiketimi gibi belirli faktorlerden
etkilenmedi ve kopeklerin daha yiiksek atilim hizina
sahip oldugu gosterildi. Plasenta i¢in validasyon
parametreleri uygun bulundu. Tiim katsay1 verisi
>0,99 idi. Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik igin
hesaplanan tiim goreli standart sapma degerleri
(RSD) < %20 idi. PCB 101, PCB118 ve - HCH igin
LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0.48-1.45; 0.49-
1.47; 0.63-1.89 pg/kg arasinda bulundu.

Tilimanalitler i¢in geri kazanimlar %97.6-99 arasinda
bulundu. Boylece ekstraksiyon yonteminin Eurachem
Kilavuzuna uygun oldugu goriildii (Yurdakok-
Dikmen ve ark. 2022). insan numunelerinde bir
ornekte PCB101 826.400 pg/kg; 23 Ornekte ise
PCB118 0.14 ile 41.9 arasinda bulundu; kopek
numunelerinde ise LOQ degeri iizerinde PCB
kirleticisine rastlanmadi.



Tablo 1. Orneklerde pozitif ¢cikan ve in vitro
analizlerde uygulanan analitler icin validasyon
parametreleri.

Tablo 2. PCB tespit edilen ve edilmeyen gruplarda
p degerine gore fark goriilen genler (ilk 10).

Gen ad1 p Kat degisimi

GYPC 0.00012 4.61

Linearite LoD LOQ TE OH PAGE?2 0.00012 6.03

Kirletici (ng/kg) r2 (ng/kg) | (ng/kg) | G. K (%) (RSD%) | (RSD%) SLC4A1 0.00013 5.66
PCB101 | 5-100 0.994 | 0.48 1.45 97.9+66 [ 570 5.10 RPS17 0.00014 4.37
PCBL18 | 5-100 0993 | 0.49 1.47 97.6+9.6 | 520 5.40 GALNT3 0.00014 5.95
MAP1LC3C 0.00018 4.22

(Yurdakok-Dikmen ve ark. 2022) (G. K: Geri Kazanim, T. E: Tekrar STC1 0.00018 5.06
Edilebilirlik, O. H: Orta Hassasiyet). GREBLL 0.00018 5.77
ALAS2 0.00027 5.17

CRHBP 0.00029 3.67

Biyoinformatik

RNA ekstraksiyon optimizasyonunu takiben uygun
kalitede ekstraktlar veya RNA o6rnekleri elde edildi.
RIN (RNA Intact Number) degerleri 5.5 ile 7 arasinda
bulundu. Bu deger kabul edilebilir c¢alisma
araliklarinda bulundu (Wolfe ve ark. 2014) . Veri
filtrelemede okumalar boyunca yer alan bazlarin
yiizdesi ve kalite dagilimi ile analiz edilen baz kalite
dagilimi oOrnekleri ile biyoanalizér jel sonucu
ornekleri Sekil 3’te gosterildi.
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Sekil 3. A. Numunelerin filtrelenmesi sonrasinda okumalarda
yer alan bazlarn yiizde bilesimi. B. Numunelerin filtrelenmesi
sonrasinda okumalarda yer alan kalite dagiimi. C. Analiz
edilen baz kalite dagilimi 6rnekleri ile biyoanalizér
(bioanalyzer) jel sonucu érnegi.

Insan numunelerinde test edilen gruplar arasinda,
negatif numunelere kiyasla PCB pozitif grup igin 742
genin farkli sekilde ifade edildigi gosterildi (p<0.05).
742 gen igerisinde p degeri en diisiik olan ilk 10 gen
bolgesi Tablo 2°de gosterildi. Kopek numunelerinde
PCB pozitif 6rnek bulunmamasi nedeniyle informatik
arastirma yapilmadi.

Aragtirma konusu olan SLC igin 14 gen ve ABC i¢in
2 gende anlamli farklilik bulundu (Tablo 3).

Tablo 3. PCB tespit edilen ve edilmeyen gruplarda
ifade farklihg bulunan SLC ve ABC genleri
(p<0.05).

GenelD p Kat degisimi
SLC4A1 0.00013 5.66
SLC38A5 0.00056 473
SLC25A12 0.0007 461
SLC30A8 0.0011 4.23
SLC14A1 0.0047 2.80
SLC15A1 0.0072 2.33
SLC39A10 0.0122 2.35
SLC33A1 0.0154 2.04
SLC25A6 0.0162 1.85
SLC22A18AS 0.0169 2.07
SLC25A37 0.0207 1.97
SLC31A1 0.0355 1.61
SLC6A12 0.0365 1.33
SLC4A4 0.0415 1.41
ABCAS8 0.023 1.50
ABCC1 0.0253 1.66
In siliko

Birbirine ilgisi olan molekiillerin (6nerilen ¢alismada,
kirleticiler ve hiicre proteinleri) etkilesim siireclerinin
aydinlatilmasinda Docking (molekiiler kenetleme)
analizi kullanildi. Protein Data Bank ve ChemicalPub
taramalar1 sonucunda, iki tane kararli yapida ve 3
boyutlu uzaydaki konformasyonu belli olan molekiil
elde edildi. Docking analizinde bu iki molekiiliin
(protein-ligand etkilesimi) birbirleriyle olan iligkisi
incelendi. Ligandm proteinin hangi epitoplarina
hangi enerji degerleriyle baglandig tespit edildi. Bu
bilgilerin 1s1ginda hiicre igine giren kirleticilerin
hangi aday proteinlerle ve nasil etkilestiklerine dair
onemli bilgileri elde edildi.

Bu asamada Swissdock (Grosdidier A ve ark.
2011) ve Autodock Vina programlart kullanildi.



Protein-ligand etkilesimlerinin enerji degerleri
iizerinden degerlendirme yapildi. Etkilesim yiizeyleri
hidrofobik ve SAS goriintiileri SLC igin Sekil 4’te,
ABCBI igin Sekil 5°te gosterildi. ABCBI ile
PCBlerin baglanma afinitesi, SLC1A5’e gore daha
yiksek bulundu. En yiiksek baglanma afinitesi
PCB118 ile ABCBI arasinda bulundu (Tablo 4).

Tablo 4. Ligand-protein baglanma afinitesi.

Ligand Baglanma Affinitesi
ABCB1_PCB28 -8.3
ABCB1_PCB101 -7.2
ABCB1_PCB138 -7.5
ABCB1_PCB153 -8.3
ABCB1_PCB180 -7.3
ABCB1_PCB118 -8.4
SLC1A5_PCB28 -3.2
SLC1A5_PCB101 -3.4
SLC1A5_PCB138 -3.4
SLC1A5_PCB153 -3.5
SLC1A5_PCB180 -3.5
SLC1A5_PCB118 -3.4

Sekil 4. SLC1AS ile PCB153,138,101 arasinda etkilesim

yiizeyleri hidrofobik ve SAS goriintiileri.

Sekil 5. ABCBI1 ile PCB 28, 101,138, 153 arasinda etkilesim
yiizeyleri hidrofobik ve SAS goriintiileri.

gPCR

In vitro MTT sitotoksisite ¢alismasinda IC50
degerleri Pcb118 icin 225 ve Pcb101 icin 185 pg/ml
olarak bulundu. IC50 dozunun alt dozlar1 (IC50/2 ve
1C50/4) ile transport genleri ifadesi i¢in caligildi.
ABCB1 ve SLC22A6 mRNA ifadeleri test edilen
dozlarda (IC50/2 ve IC50/4 dozlarinda) doza bagimli

olarak artti. En yiiksek artig kontrole goére 6.54
mRNA ifadesinde artis ile PCB101 ve ABCBI igin
bulundu (Sekil 6).
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Sekil 6. PCB 101 ve PCB 118 uygulanan HTR8/SVneo’da
SLC22A6 ve ABCB1 mRNA ifadesi. (* p<0.05, ** p<0.01)
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TARTISMA

Insan ve c¢evre saghgm korumak, maruziyeti
azaltmak icin 2004 yilinda yirirlige giren
Stockholm Sozlesmesi kapsamimda KOK’larin
iretim ve kullanimi sinirlandirilip yasaklanmasina
karsin (PCB’ler, diklorodifeniltrikloroetan-DDT ve
ana metaboliti  diklorodifenil  dikloretan-DDE,
polibromludifenileterler-PBDE, hekzaklorobenzen-
HCB), bu maddelerin kaliciliklarina bagli olarak
toplumda  diigik dozda KOK  maruziyeti
goriilmektedir. Bu  antropojenik  bilesiklerden
polibromlu difenil eterler poliiiretan kopiiklerin,
mobilyalarin,  insaat  malzemelerinin,  araba
koltuklarinin  ve elektronik ekipmanlarin  (cep
telefonu, televizyon kumandasi gibi) imalatinda alev
geciktirici katki maddesi olarak kullanilmistir. Bu
bilesikler 1irlin malzemelerine kovalent olarak
baglanamazlar ve materyal ylizeyinden
ayrilabildikleri icin ¢evreye kolayca salinabilme
Ozelligine sahiptirler (Siddigi MA ve ark. 2003).
Klorlu hidrokarbon bilesiklerden PCB’lerin 209 ayr1
bilesigi (konjener) bulunur. Uluslararasi Kanser
Arastirma Ajanst (IARC) tarafindan karsinojenenik
olarak (sinif 1) siniflandirilmis olup; reproduktif,
gelisimsel ve endokrin bozucu etkinlik olusturduklar
bildirilmistir. In utero maruziyet nedeniyle, bu
maddelerden uzaklagabilme imkani olmayan; organ
sisteminin, detoksifikasyon enzim ve diger
mekanizmalarin islevselligini kazanamamig fetiis,
popiilasyon igerisinde en duyarli gruptur. KOK
maruziyetine bagli olarak islevselligi degisen ve
bozulan membran transportlart nedeniyle, bu
maddelerin plasental bariyeri gecerek plasental kan
dolasimina gegebilecegi bildirilmistir. Yukarida
bahsedilen eriskin koroner arter ve diyabet
hastaliklara temel olusturacak epigenetik (Reynolds
R ve ark. 2013) ve glukoz metabolizmasinda
degisiklikler (Herbstman J ve ark. 2008) ile
gestasyonel hipertansiyon ve preeklampsiye (Zhu Y
ve ark. 2017) ek olarak KOK’larin fetiiste; yapisal
anomaliler, fonksiyonel eksiklikler, konjenital
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neoplazi, bliyiime geriligi (Triche E 2007), erken
dogum (Padula A 2018) , in utero vitamin D
yetersizligi (fetiiste akciger ve bagisiklik sistemi i¢in
kritik), sistemik enflamasyon (Yurdakok K, 2013) ,
diistik dogum agirhg: (Vafeiadi ve ark. 2014), abortus
(Kumar S, 2011) ve fetus 6liimiine (Yang S ve ark.
2018) neden olabildigi gosterilmistir. Prenatal PCB
konsantrasyonunun, diisiik dogum agirligina (yasama
glicii, diyabet ve kardiyovaskiiler sistem
hastaliklariyla iligkili kronik hastaliklara etkilidir)
sebep oldugu bildirilmistir. (Debost-Legrand A ve
ark. 2016). Ayrica, prenatal PCB maruziyetinin
gelisim gerilikleri (Hertz-Picciotto I, ve ark. 2005) ,
norogelisimsel gerilikler (Park H, ve ark. 2010), astim
(Karmaus W, ve ark. 2008) ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Bu ¢aligmada farkli plasental yapiya
sahip insan ve kopeklerde farkli fonksiyona sahip
olabilecek membran transport proteinleri ifadelerinin,
kirleticilere bagli olarak degisebilecegi hipotezi
aragtirtlmis ve bu proteinlerin fonksiyonu ve
koruyucu ozelliklerinin daha iyi anlagilmasi
amaglanmistir. Hem hayvan, hem de insan sagligi
icin risk degerlendirmelerinin temelini olusturan
toksikokinetik c¢aligmalar i¢in Onemli bir altyap1
olusturmasi bakimindan aragtirma bulgularimiz 6nem
tagimaktadir.

Literatirde PCB ile mebran tasiyict proteinler
arasinda  iliskiyi  goOsteren  bir  arastirmaya
rastlanmamistir.  Bununla  birlikte  halojenli
hidrokarbonlarin membran tagiyict proteinlerin
ifadesini etkileyerek ilaclarin toksikokinetik, toksisite
ve farmakokinetik etkinligini degistirdigi ortaya
konumustur (Fardel ve ark, 2011). Plasentada yogun
miktarda bulunan SLC ailesine ait tastyici
proteinlerden hENT1, FRa, ve SERT ve ABC protein
ailesinden ABCBl1, ABCG2, ABCC2 gen
ifadelerinin PCB, PAH ve Fitalat gibi gevresel
kirleticilerin bu proteinlere olan affiniteleri ile
degisebilecegi gorilmistir (Li ve ark. 2021).
Cevresel PCB maruziyetinin Parkinson hastaliginin
etiyolojisiyle 1ilgili mekanistik iligkisini arastiran
deneysel bir ¢calismada, doza bagl striatal dopamin
tastyici protein (SLC6A3) ifadesinde azalmaya neden
oldugu gosterilmistir (Caudle, 2006); benzer bir
bulgu transformatoérlerde kullanilan ve yasaklanan
PCB karisimi Araclor i¢in de bulunmustur (Bemis,
2004). Arastirmamizin biyoinformatik bulgularina
gore, SLC6A3'e iliskin anlamhi bir degisiklik
bulunmamigtir. Bunun, kontrol gruplarmin sadece
PCB maruziyetine gore ayrilmig olmasi, PCB ve
kontrol gruplarinda farkli kirleticilerin (pestisit, agir
metal, kalic1 organik kirletici, fitalat/adipat, diger
plastiklestiriciler gibi) bulunmasina bagli olabilecegi
degerlendirilmistir. Proje kapsaminda (119S702),
giindelik maruziyete uygun sekilde ¢oklu organik
kirleticiler ¢alistlmistir (PBDE, PCB, organoklorlu
pestisit, PAH gruplarinda 28 kirletici), ancak bu
aragtirmada sadece PCB ile iliskili degerlendirme
yapilmistir. Bulgularimiz, coklu organik kirleticilerin
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transport proteinleri  iizerine etkilerinin  tekli
maruziyetten farkli olabilecegini gostermektedir.
RNA-Seq verilerine gore test edilen gruplar arasinda,
negatif numunelere kiyasla PCB pozitif grup i¢in 742
genin farkli sekilde ifade edildigi gosterildi. Bu
verilerin i¢inde farkli ifade edilen SLC22A6 ve
ABCBI1 genleri qPCR ve in siliko yontemlerle
desteklenerek plasentada saptanan PCB yiikiiniin
hiicre membran transferinde sorumlu olan genlerin
ifadelerinde degisime yol actig1 gosterilmistir.
KOK’larin organizmaya etkilerinin arastirilmasinda,
oncelikle bu bilesiklerin hiicre igerisine alinmasini ve
atilimin1 kontrol eden membran transportlart 6n
plana ¢ikmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda KOK’larin
¢ogunlugunun (DDT, DDE, DDD, dieldrin, endrin,
PCB-146, PCB-170, PCB-187, PBDE-47 ve PBDE-
100) P-gp gibi transportlarla etkilesime girerek, bu
proteinlerin tasima islevini engellemek suretiyle
normalde hiicreden atilabilecek ksenobiyotiklere
kargt canlilar1 duyarli hale getirdigi gosterilmistir
(Nicklisch SC ve ark. 2016). Arastirmamizda in
siliko bulgularda PCBlerin baglanma afinitesi
ABCB1’de SLC’ye (SLC1A5) gore daha yiiksek
bulundu. ABCB1 mRNA ifadesi PCB101’in 1C50/2
dozunda SLC22A6’ya gore 2,6 katg daha yiiksek
bulundu; PCBI118 i¢in ise bu fark 3,57 kat idi.
PCB’lerin ABCBI ifadesine etkisi ¢aligsilan SLClere
gore daha yiiksek bulunmustur. Arastirmamizin in
siliko bulgulari, in vitro bulgular ile paralellik
gostermistir.

SLC grubunda, sekans bulgularinda en diisik p
degerine sahip SLC4A1 geni tarafindan kodlanan
protein, anyon degistirici (AE) ailesinin bir
parcasidir ve dokulardan akcigerlere karbondioksit
tasinmasinda rol oynayan bir kloriir/bikarbonat
degistirici olarak islev gordiigli eritrosit plazma
zarinda ifade edilmektedir. Tkinci gen olan SLC38AS
tarafindan kodlanan protein ise sodyuma bagli amino
asit tastyicisidir. ABC transporterlarindan ifadesi
farkli olan ABCAS8 geni tarafindan kodlanmis
protein, lipid metabolizmasini diizenlemede ve
miyelinin olusumu ile korunmasinda goérev alirken,
ABCCI tarafindan kodlanan protein, substrat olarak
oksitlenmis glutasyon, sisteinil 16kotrienler igin
organik anyon tasiyicist olarak islev goriir. Ayni
zamanda steroid hormonlarmin ve safra tuzlarinin
glukuronidlerini ve siilfat konjugatlari1 da tasir
(Genecards 2022). Aragtirmamiz bulgularmnda da
gosterildigi tlizere, plasentada kirleticilere bagl
transport proteinlerini  kodlayan genlerde ifade
degisiklikleri bulunmakta olup, fetal gelisim {izerine
etkileri i¢in deneysel in vivo ¢alismalarin yapilmasi
icin dnemli bir alt yap1 saglamistir.
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KOK  maruziyetine bagli, ksenobiyotiklerin
transplasental olarak fetiise aktarilmasinda plasental
transport proteinlerinin  ekspresyon miktart ve
fonksiyonu degisebilmektedir. Fetiisiin kirleticilere
kargt korunmasinda ekspresyondaki degisiklikler
bliylk o6neme sahiptir. Yapilan arastirmalar
plasentada kirletici miktarinin tespitine veya
plasental membran proteinlerinin deneysel kosullarda
bir veya birkacinin maruziyetine bagli ifadesinin
arastirilmasina  yonelik olup, gergek maruziyet
kosullarinda etkilesimi ve bu etkilesimin yolaklarini
kapsayan bir arastirma bulunmamaktadir. Aragtirma
kapsamindaki hem epidemiyolojik hem de deneysel
bulgularimiz, PCB maruziyetine bagli 6zellikle
ABCBI ifadesinde artis oldugunu gostermektedir.
Sekans bulgularinda ifade artigt olan genlerin es
zamanli farkli maruziyetlere bagli olabilecegi veya
polimorfizmlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilse de
in vitro Dbulgularimiz  bu degerlendirmemizi
kuvvetlendirmektedir. ABCBI artist koryoamniyonit
gibi enflamasyon durumu, gestasyon donemi gibi
fizyolojik faktorler veya maternal stresten de
etkilenebilmektedir (Han, Gao, and Mao 2018).
ilerleyen calismalarda, epidemiyolojik ve in vitro
aragtirmamizin  bulgularnin  in  vivo deneysel
modellerde de teyit edilmesi amaglanmistir.

Cikar Catismasi

Yazarlar, bu makalenin arastirilmasi, yazarligt
ve/veya yaymlanmasi ile ilgili olarak herhangi bir
potansiyel ¢ikar ¢atismasi beyan etmemistir.

Yazar Katkilan

Plan, tasarim: BYD, AF. Gere¢ ve yontem ve veri
toplama: Hiicre kiiltiirii ve rt-PCR analizler RU, YT,
BYD; insan plasenta &rneklerinin toplanmast OO,
HTC; kopek plasenta orneklerinin toplanmasi HK,
KKA; kromatografik analizler OK, UGB, AF;
molekiiler kenetleme: MAU; informatik
degerlendirme: CA; sekans optimizasyon: HOS. Veri
analizi ve yorum: RU, BYD, OK, HOS. Yazim ve
elestirel degerlendirme: BYD, AF, HOS.
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