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ÖZ 

Amaç: Çevresel kirletici maruziyetine bağlı olarak işlevselliği değişen ve bozulan membran transportları nedeniyle, bu maddeler plasental 

bariyeri geçerek plasental kan dolaşımına geçebilmektedir. Çalışmada, çevresel kirleticilerin bu transport proteinleriyle etkileşimlerinin 
moleküler boyutta incelenmesi amaçlanmaktadır. Gereç ve Yöntem: Araştırma kapsamında hemokoryal yapıya sahip insan ve 

endotelyokoryal yapıya sahip köpek plasentasında; 28 kirleticinin analizi GC-MS ile yapılmış (PCB, PBDE, PAH ve Organik klorlu 

pestisitler); RNAseq ile plasental tüm genom ifade profili araştırılmış, in siliko (moleküler kenetleme) ve in vitro (PCB 101, PCB118 
uygulanan plasental hücre hattı HTR8/SVneo’da SLC ve ABCB1 mRNA ifadesi) değerlendirilmiştir. Bulgular: Test edilen 60 örnek 

içerisinde bir örnekte PCB101 826.4μg/kg; 23 örnekte ise PCB118 0.14 ile 41,9μg/kg arasında bulundu. Biyoinformatik bulgularda sekans 

analizi yapılan 55 numunede PCB pozitif ve negatif numuneler arasında 742 gende farklılık bulundu (p<0.05). Bu genler içerisinde 14 adet 
SLC ve 2adet ABC ailesinde gruplara göre ifade farklılığı bulundu. SLC içerisinde en düşük p değerine sahip ilk iki gen SLC4A1 

(p=0.000126) ve SLC38A5 (p=0.000563) olurken, ABC’ler içerisinde ABCA8 (0.022997) ve ABCC1 (p=0.025288) olarak bulundu. qPCR 

bulgularına göre hem ABCB1 için hem de SLC22A6 için mRNA ifadesinde artış görülmekte birlikte bu artış ABCB1 için daha yüksek 
bulundu (p<0.05). Sonuç: ABCB1 gen ifadesi ve PCB ligandlarına bağlanma affiniteleri de SLC (SLC1A5)’ye göre daha yüksek bulundu. 

Sonuç olarak PCB maruziyetinin ABCB1 ifadesini değerlendirmeye alınan SLC’lere göre daha fazla etkilediği gösterildi. 

  Anahtar Kelimeler: Plasenta, Genomik, PCB, SLC, ABCB1. 
 

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

and ABCB1 
Abstract 

Objective: 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 826.4μg/kg in one sample out of 60 samples tested; 
In 23 samples, PCB118 was found to be between 0.14 and 41.9μg/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 ABCA8 (p=0.022997) and ABCC1 (p=0.025288) were found in ABCs. According to the qPCR findings, 

there was an increase in mRNA expression for both ABCB1 and SLC22A6, 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 ABCB1 expression more than the tested SLCs.  
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GİRİŞ 

Çevresel kirleticiler arasında kalıcı organik 

kirleticiler (KOKlar) uzun mesafelere 

taşınabilmeleri, çevrede kalıcı olmaları, ekosistemde 

biyoakümüle ve biyomagnifiye olmaları nedeniyle 

küresel olarak endişe oluşturan kimyasallar olarak 

değerlendirilmektedir. KOK’ların plasentadan fetüse 

geçişinde önemli olan transport proteinlerinin ifadesi 

ve işlevine ilişkin türler arası pek çok ortak nokta olsa 

da ifade düzeyi ve ifadesi farklılıklar göstermektedir. 

Aynı ortamı paylaşsalar bile köpek ve insanlarda 

KOK konsantrasyonlarında, özellikle 

metabolizmasına bağlı olarak farklılıklar 

görülebilmektedir. Çevresel faktörlerin, hastalıkların 

etiyoloji ve patogenezinde türler arasında ortak rol 

oynayabileceği düşünüldüğünde türler arası 

farklılıkların, bu proteinlerin fonksiyonuna yönelik 

etkilerinin araştırılması ve ilişkilendirilebilmesi 

açısından temel oluşturacağı görülmektedir  

(Yurdakok-Dikmen ve ark. 2022).  

Plasentada bulunan trofoblast hücrelerindeki 

transport proteinleri, ksenobiyotiklerin transplasental 

dispozisyonunda (hücre içerisine alınması, 

uzaklaştırılması) görev alarak fetüsü maternal 

toksinlerden korur (Burton GJ ve ark. 2015). 

Potansiyel zararlı olan kimyasalların fötal 

kompartımana geçmesini engelleyen transport 

proteinleri arasında özellikle efluks transportundan 

sorumlu ATP’ye bağımlı olan, ATP-bağlı taşıyıcı 

kaset (ATP-binding cassette-ABC) ailesi ve influks 

ya da hücre membranında iki taraflı taşımayı 

sağlayan çözünmüş-likit- taşıyıcı (solute liquid 

carrier-SLC) ailesi öne çıkmaktadır. Bu iki ailenin 

trofoblastın apikal ve bazolateral kısımlarında 

koordineli ekspresyonu, ilaç ve kimyasalların 

geçişinde, ilaç-ilaç etkileşimlerinde ve ilaca bağımlı 

yanıt ve toksik etkilerin görülmesinde belirleyici 

olmaktadır (Pang KS, ve ark. 2010). SLC ailesinin 

380 üyesinin 48 alt ailesi içerisinde sadece 19’unun 

(organik anyon transport polipeptid-SLC0, 

oligopeptid transportör-SLC15, organik 

anyon/katyon/zwitteriyon transportör- SLC22, 

organik katyon transportör- SLC47) ksenobiyotik 

transportundaki işlevi tespit edilebilmiştir (Lin L ve 

ark. 2015). ABC transport genlerinin yedi alt ailesi 

insanda 49 farklı taşıyıcı proteinin kodlanmasından 

sorumludur. Bunlardan özellikle ABCB (p-

glikoprotein, MDR1, ABCB1 gibi), ABCC (çoklu 

ilaç direnci ile ilişkili proteinler- MRP gibi) ve 

ABCG (BCRP, ABCG2 gibi) alt aileleri ilaç ve 

ksenobiyotiklerin taşınmasında önem taşır. 

Plasentadaki ABC transportları trofoblast 

hücresinden maternal dolaşıma maddeleri aktif 

olarak pompalar (Wakabayashi K ve ark. 2006). 

Trofoblast hücrelerindeki ABC transportlarının 

apikal yüzeyde (P-glikoprotein/P-gp, BCRP, MRP2) 

bazolateral yüzeye göre (MRP1) plasental bariyerde 

etkin olduğu bildirilmiştir (Ni Z ve ark. 2011) . SLC 

transportlarından ise OCT (organik katyon 

transport), OAT (organik anyon transport), karnitin 

transportör (OCTN), nükleosid transportör (CNT), 

organik anyon transport polipeptidleri (OATP) ve 

çoklu ilaç ve toksin atım proteinlerinin (MATE) ilaç 

ve ksenobiyotiklerin taşınmasında önemli olduğu 

bildirilmiştir (Staud, Cerveny, and Ceckova 2012) . 

Bu maddelerin transport protein ekspresyonundaki 

bozukluklara (polimorfizm, kimyasal veya diğer 

aracılı ekspresyon azalması/artması, fonksiyon 

bozuklukları) bağlı olarak fetüse geçebildiği ve 

konjenital anomalilere, gebeliğin sonlanmasına ve 

diğer fötal sağlık sorunlarına yol açabildiği 

gösterilmiştir (Daud ve ark. 2015). Transport 

proteinlerinin ekspresyon ve etkinliği, gebelik 

dönemi, gebeliğe özgü hormon düzeyleri, büyüme 

faktörleri, kullanılan ilaç ve hastalık durumuna bağlı 

olarak değişebilmektedir. Dolayısıyla fetüsün bu 

ksenobiyotiklere maruziyeti; gebelik süresince 

transport protein ifade ve fonksiyonuna göre 

değişebilmektedir (Ni and Mao 2011). Transport 

proteinlerinin endojen regülasyon kapsamında 

progesteron ve östrojenin ABCB1 ve ABCG2’de 

ifade seviyesinde artışa neden olduğu; 

glukokortikoidlerin ise ilaç taşınmasının önemli 

kontrol mekanizması olduğu, uzun süreli 

deksametazonun plasental ABCB1A/P-gp 

ekspresyonunu arttırdığı, ABCG2/BCRP 

ekspresyonunu ise azalttığı gösterilmiştir (Han LW 

ve ark. 2018). Fetüs hedefli ilaç taşıma sistemleri 

(unilamelar ipozomlar) ve farmakolojik 

manipülasyonlar (p-glikoproteinin baskılanması 

gibi) ilaçların fetüse daha fazla miktarda geçmesini 

sağlayan plasental transport proteinlerine yönelik 

yapılan uygulamalardır; ancak plasental transport 

proteinlerinin hedefleri ve işlevlerine yönelik 

çalışmaların sınırlı olmasına bağlı olarak 

uygulamalar da henüz yaygın değildir (Staud F ve 

ark. 2012b).  

 

GEREÇ ve YÖNTEM 

Plasenta örnekleri  

Araştırmada Hacettepe Üniversitesi Hastanesi’nde 

zamanında (38-42 hafta) canlı doğum yapan 25-35 

yaş arası annelerden edilen plasenta örnekleri (n=60) 

ile Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi Hastanesi 

Doğum ve Jinekoloji Kliniği ile Ankara Çevresi 

kliniklerinde miyadında (58-63 gün) canlı doğum 

yapan (1-6 yaş) köpeklerden (n=25) (gebelik 

komplikasyonu, erken doğum, sistemik hastalıklar, 

düzenli aşılaması yapılmayan hayvanlar çalışma 

kapsamı dışında tutuldu) alınan plasenta örnekleri 

kullanıldı. Araştırma; Hacettepe Üniversitesi 

Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurulu 

(Etik Kurul Onayı: 07.03.2019 tarih ve 2019-5-49 

sayılı karar) ve Ankara Üniversitesi Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (Etik Kurul Onayı: 

20.02.2019 tarih ve 2019-5-49 sayılı karar) 

belirlemiş olduğu etik ve Helsinki Bildirgesi 

prensipleri göz önünde bulundurularak yapıldı. 

Örneklerin elde edilmesi ve bölümlendirme işlemi 

Şekil 1‘de gösterildi. 
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GC-MS analizi 

Örneklerin GC/MS analizi için hazırlanması, kirletici 

analizi için örneklerin ekstraksiyonu ve 

derivatizasyonu, GC/MS analizi için cihaz 

optimizasyonu ve validasyonu tamamlandı 

(Yurdakok-Dikmen ve ark. 2022). 

RNA-Seq analizi 

RNA izolasyonu için örnekler, sıvı azot içerisinden 

çıkarılarak, RNAaz ari şartlarda; GeneAll Hybrid-R 

(GeneAll, Güney Kore) kiti kullanılarak yapıldı. 
RNA izolasyonunu takiben RNA konsantrasyonu 

NanoDrop ND-1000 Spektrometre (NanoDrop 

Technologies, Wilmington, DE, USA) ile tayin 

edildi. Absorbans 260/280 oranı 2.0-2.2 arası olan 

örnekler çalışmaya dahil edildi, örnek kalitesi 

çalışmaya uygun düzeyde değil ise hastanın yedek 

örneğine dönüldü ve izolasyon işlemi tekrarlandı. 

Plasentadan RNA ekstraksiyonuna ilişkin köpeklerde 

herhangi bir kaynak bulunmamaktadır. İnsan 

örneklerinde yapılan araştırmalarda ise dokunun 

yapısı nedeniyle RNA bütünlüğünün çoğunlukla 

sağlanamadığı ve RNA degradasyonuna açık olduğu 

(kanda ve dokuda yüksek RNAaz aktivitesi 

bulunması nedeniyle) görülmektedir. Araştırmada da 

örneklerdeki ekstraksiyonlar ideal analizin 

yapılabilmesi için optimize edilmiştir (Şekil 2). İnsan 

plasenta örnekleri (n=55) ile gerçekleştirilen RNAseq 

analizleri sonrasında biyoinformatik analizler Cancer 

Genomic Cloud üzerinden gerçekleştirildi. Ardından 

R program alt yazılımlarından DeSeq paketi 

kullanıldı.  
In siliko 

Moleküler yerleştirme simülasyonları ve 

konformasyonel analiz, Autodock Vina’nın web 

tabanlı sürümü Webina 1.0.3 kullanılarak yapıldı 

(Suemune ve ark. 2022). Test edilen ligandlar 

PubChem kimyasal veri tabanından SDF formatında, 

proteinler ise PDB formatında RCSB PDB (Research 

Collaboratory Structural Bioinformatics Protein Data 

Bank) veri tabanı kullanılarak indirildi. 

In vitro 

HTR8/SVneo (ATCC CRL-3271TM) hücre hattı L-

glutamin ve 25mM HEPES, %5 FBS (Biological 

Industries, İsrail) ve %1 Penisilin-Streptomisin 

(Biological Industries, İsrail) içeren RPMI 1640 

(Biological Industries, İsrail) ortamında 37°C'de 

kültüre edildi. Hücre konfluensliği, Juli FL Live Cell 

Analyzer cihazında otomatik olarak hesapladı 

(NanoEnTek Inc, Seul, Güney Kore).  

PCB118, PCB101 ve B-HCH (12 seri seyreltme ile), 

ortam (negatif kontrol) ve Triton X ile inkübe edildi. 

24 saatlik bir inkübasyonun ardından hücreler PBS ile 

nazikçe yıkandı, süpernatanlar çıkarıldı ve MTT 

solüsyonu (Sigma-Aldrich,MO,USA) uygulandı. 540 

nm'de absorbans, bir mikroplaka okuyucu 

(SpectraMax i3/i3x MultiMode Detection Platform, 

Molecular Devices, Sunnyvale, CA) kullanılarak 

ölçüldü ve toksisite yüzdesi, pozitif (Triton X) ve 

negatif kontroller (yalnızca orta) kullanılarak 

hesaplandı. IC50'yi hesaplamak için regresyon eğrisi. 

IC50, GraphPad Prism 7 yazılımı kullanılarak 

hesaplandı. 

qPCR analizi 

2x104 hücre, qPCR analizi için 6 kuyucuklu 

plakalarda PCB118, PCB101 ve B-HCH MTT 

tarafından belirlenen IC50/2 ve IC50/4 

konsantrasyonları uygulanarak 24 s inkübe edildi. 

İnkübasyonun ardından, qPCR adımları 

gerçekleştirildi. mRNA, üreticinin talimatlarına göre 

GeneAll kiti kullanılarak ekstrakte edildi. İlgili 

genlerin eş zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-

PCR) ile amplifikasyonu, cDNA, 500 nM ileri ve geri 

primer ve SYBR Green PCR Master Mix Buffer 

(BioRad, ABD) kullanılarak toplam 20μl hacimde 

üreticinin protokolüne göre gerçekleştirildi. 

Housekeeping gen olarak beta-aktin kullanıldı (Lan 

ve ark. l. 2017). Döngü koşulları aşağıdaki gibidir: 

95°C'de 2 dakika süreyle ilk denatürasyon, ardından 

40 döngü 95°C 15°s, sırasıyla ABCB1 için 62 °C, 

Beta-aktin için 62 °C ve SLC22a6 için 57 °C'de 15°s 

ve 68°C 20°s. Amplifikasyon için aşağıdaki primerler 

kullanıldı: ABCB1 + 5′-GTC TGG ACA AGC ACT 

GAA A-3′, ABCB1- 5′-AAC AAC GGT TCG GAA 

GTT T-3′, beta-aktin, + 5′-

TGAAACGACTGGAGGTGGACA-3′, rev 

CACGAGCTAAAGCCCTACTGC. SLC22a6 5′- 

CTCAGCTCCCGGAGCAACCCA -3′, 

GCCCCCAGCCGCTGGGCTGGG. Real-time PCR 

amplifikasyonları, bir CFX96 Real-Time System 

(Biorad) üzerinde gerçekleştirilmiştir. Tüm deneyler 

iki kopya halinde yapıldı ve 7500 Software v2.0.6 ile 

analiz edildi. Referans gen olarak beta-aktin ve 

GAPDH (Arenas-Hernandez ve Vega-Sanchez 2013) 

kullanıldı. 

İstatistiksel analiz 

Veri girişleri Microsoft Excel kullanılarak yapıldı. 

Sitotoksisite testlerinde IC50 değeri için 

GraphPadPrism 9.3.1 ve NCSS2007 yazılımları 

kullanıldı, en yüksek powera sahip eğri ile hesaplama 

tamamlandı. İstatistik analiz için SPS 11.00 

sürümünden yararlanıldı. rtPCR bulguları delta-delta 

Ct metot kullanılarak değerlendirildi (Zhang, 

Ruschhaupt, and Biczok 2013). mRNA ifadesi kat 

değişimi ve ortalama standart sapma olarak verildi, 

farklı genlerin ifade karşılaştırılmasında ANOVA 

kullanıldı. P anlamlılık değeri <0.05 olarak kabul 

edildi. Biyoinformatik analizler için R3.1.1. yazılımı 

kullanıldı ve DAVID programının kendine ait alt 

istatistik verileri kullanıldı. Yolak analizi için 

Reactome yazılımı kullanıldı, FDR (Hochberg yanlış 

keşif oranı) değerlendirmeye alındı. 
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Şekil 1. Örneklerin elde edilmesi ve bölümlendirme işlemi 

A. Köpek plasenta morfolojisi şematik gösterimi. B. Sezaryen operasyonu sonrası alınan köpek plasenta örneği (Ring) yüzük 

şeklinde görünümü. C. Plasenta yüzük morfolojisi açılmış hali. D.  İnsan Plasenta Örneklerinin Bölümlendirme İşlemi 

 

 
Şekil 2. RNA ekstraksiyon optimizasyonu için yapılan denemelere örnekler. 

A. Doğrudan ekstraksiyon tamponuna konulan H31 ve H33 örnekleri ile ekstraksiyon yapıldı, B. Doğrudan ekstraksiyon tamponuna 

ve buz içerisinde çalışılan H31 ve H33 örnekleri ile ekstraksiyon yapıldı. C. Doğrudan beta mercaptoethanol (BME) eklenmiş 

ekstraksiyon tamponuna konulan ve buz içerisinde çalışılan H31 ve H33 örnekleri ile ekstraksiyon yapıldı. D. Doğrudan BME 

eklenmiş ekstraksiyon tamponuna konulan ve içerisinde örneklerin erimesi beklenilmeden disekte edildi H31 ve H33 örnekleri ile 

ekstraksiyon yapıldı.

 

BULGULAR 

GC-MS 

Değerlendirilen 28 kirleticiden, hedef analitlerin 

birikimi türlere göre farklılık gösterdi. İnsan 

plasentalarındaki kontaminasyonun insidansı ve 

konsantrasyonu, doğum sayısı, yaş, çalışma durumu 

ve ızgara et tüketimi gibi belirli faktörlerden 

etkilenmedi ve köpeklerin daha yüksek atılım hızına 

sahip olduğu gösterildi. Plasenta için validasyon 

parametreleri uygun bulundu. Tüm katsayı verisi 

>0,99 idi. Tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik için 

hesaplanan tüm göreli standart sapma değerleri 

(RSD) < %20 idi. PCB 101, PCB118 ve β- HCH için 

LOD ve LOQ değerleri sırasıyla 0.48-1.45; 0.49-

1.47; 0.63-1.89 μg/kg arasında bulundu.  

 

 

 

Tümanalitler için geri kazanımlar %97.6-99 arasında 

bulundu. Böylece ekstraksiyon yönteminin Eurachem 

Kılavuzuna uygun olduğu görüldü (Yurdakok-

Dikmen ve ark. 2022). İnsan numunelerinde bir 

örnekte PCB101 826.400 μg/kg; 23 örnekte ise 

PCB118 0.14 ile 41.9 arasında bulundu; köpek 

numunelerinde ise LOQ değeri üzerinde PCB 

kirleticisine rastlanmadı.  
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Tablo 1. Örneklerde pozitif çıkan ve in vitro 

analizlerde uygulanan analitler için validasyon 

parametreleri.  
 

 

 

(Yurdakok-Dikmen ve ark. 2022) (G. K: Geri Kazanım, T. E: Tekrar 

Edilebilirlik, O. H: Orta Hassasiyet). 

 

 

Biyoinformatik 

RNA ekstraksiyon optimizasyonunu takiben uygun 

kalitede ekstraktlar veya RNA örnekleri elde edildi. 

RIN (RNA Intact Number) değerleri 5.5 ile 7 arasında 

bulundu. Bu değer kabul edilebilir çalışma 

aralıklarında bulundu (Wolfe ve ark. 2014) . Veri 

filtrelemede okumalar boyunca yer alan bazların 

yüzdesi ve kalite dağılımı ile analiz edilen baz kalite 

dağılımı örnekleri ile biyoanalizör jel sonucu 

örnekleri Şekil 3’te gösterildi. 

Şekil 3. A. Numunelerin filtrelenmesi sonrasında okumalarda 

yer alan bazların yüzde bileşimi. B. Numunelerin filtrelenmesi 

sonrasında okumalarda yer alan kalite dağılımı. C. Analiz 

edilen baz kalite dağılımı örnekleri ile biyoanalizör 

(bioanalyzer) jel sonucu örneği. 

İnsan numunelerinde test edilen gruplar arasında, 

negatif numunelere kıyasla PCB pozitif grup için 742 

genin farklı şekilde ifade edildiği gösterildi (p<0.05). 

742 gen içerisinde p değeri en düşük olan ilk 10 gen 

bölgesi Tablo 2’de gösterildi. Köpek numunelerinde 

PCB pozitif örnek bulunmaması nedeniyle informatik 

araştırma yapılmadı. 

 

 

 

 

 

 

Tablo 2. PCB tespit edilen ve edilmeyen gruplarda 

p değerine göre fark görülen genler (ilk 10). 
 

Gen adı p Kat değişimi 

GYPC 0.00012 4.61 

PAGE2 0.00012 6.03 

SLC4A1 0.00013 5.66 

RPS17 0.00014 4.37 

GALNT3 0.00014 5.95 

MAP1LC3C 0.00018 4.22 

STC1 0.00018 5.06 

GREB1L 0.00018 5.77 

ALAS2 0.00027 5.17 

CRHBP 0.00029 3.67 

 

Araştırma konusu olan SLC için 14 gen ve ABC için 

2 gende anlamlı farklılık bulundu (Tablo 3). 

 

 

Tablo 3. PCB tespit edilen ve edilmeyen gruplarda 

ifade farklılığı bulunan SLC ve ABC genleri 

(p<0.05). 
 

GeneID p Kat değişimi 

SLC4A1 0.00013 5.66 

SLC38A5 0.00056 4.73 

SLC25A12 0.0007 4.61 

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 

ABCA8 0.023 1.50 

ABCC1 0.0253 1.66 

 

İn siliko 

Birbirine ilgisi olan moleküllerin (önerilen çalışmada, 

kirleticiler ve hücre proteinleri) etkileşim süreçlerinin 

aydınlatılmasında Docking (moleküler kenetleme) 

analizi kullanıldı. Protein Data Bank ve ChemicalPub 

taramaları sonucunda, iki tane kararlı yapıda ve 3 

boyutlu uzaydaki konformasyonu belli olan molekül 

elde edildi. Docking analizinde bu iki molekülün 

(protein-ligand etkileşimi) birbirleriyle olan ilişkisi 

incelendi. Ligandın proteinin hangi epitoplarına 

hangi enerji değerleriyle bağlandığı tespit edildi. Bu 

bilgilerin ışığında hücre içine giren kirleticilerin 

hangi aday proteinlerle ve nasıl etkileştiklerine dair 

önemli bilgileri elde edildi.  

Bu aşamada Swissdock (Grosdidier A ve ark. 

2011) ve Autodock Vina programları kullanıldı. 

Kirletici 

Linearite 

(μg/kg) r2 

LOD 

(μg/kg) 

LOQ 

(μg/kg) G. K (%) 

T.E 

(RSD%) 

O.H 

(RSD%) 

PCB101 5–100 0.994 0.48 1.45 97.9 ± 6.6 5.70 5.10 

PCB118 5–100 0.993 0.49 1.47 97.6 ± 9.6 5.20 5.40 
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Protein-ligand etkileşimlerinin enerji değerleri 

üzerinden değerlendirme yapıldı. Etkileşim yüzeyleri 

hidrofobik ve SAS görüntüleri SLC için Şekil 4’te, 

ABCB1 için Şekil 5’te gösterildi. ABCB1 ile 

PCBlerin bağlanma afinitesi, SLC1A5’e göre daha 

yüksek bulundu. En yüksek bağlanma afinitesi 

PCB118 ile ABCB1 arasında bulundu (Tablo 4). 

 

Tablo 4. Ligand-protein bağlanma afinitesi. 

 

Ligand Bağlanma 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 

 

 

 
Şekil 4. SLC1A5 ile PCB153,138,101 arasında etkileşim 

yüzeyleri hidrofobik ve SAS görüntüleri. 

 

 

 

 
Şekil 5. ABCB1 ile PCB 28, 101,138, 153 arasında etkileşim 

yüzeyleri hidrofobik ve SAS görüntüleri. 

 

qPCR  

In vitro MTT sitotoksisite çalışmasında IC50 

değerleri Pcb118 için 225 ve Pcb101 için 185 µg/ml 

olarak bulundu. IC50 dozunun alt dozları (IC50/2 ve 

IC50/4) ile transport genleri ifadesi için çalışıldı. 

ABCB1 ve SLC22A6 mRNA ifadeleri test edilen 

dozlarda (IC50/2 ve IC50/4 dozlarında) doza bağımlı 

olarak arttı. En yüksek artış kontrole göre 6.54  

mRNA ifadesinde artış ile PCB101 ve ABCB1 için 

bulundu (Şekil 6).  

 

 

 
Şekil 6. PCB 101 ve PCB 118 uygulanan HTR8/SVneo’da 

SLC22A6 ve ABCB1 mRNA ifadesi. ( * p<0.05, **  p< 0.01) 

 

TARTIŞMA 

İnsan ve çevre sağlığını korumak, maruziyeti 

azaltmak için 2004 yılında yürürlüğe giren 

Stockholm Sözleşmesi kapsamında KOK’ların 

üretim ve kullanımı sınırlandırılıp yasaklanmasına 

karşın (PCB’ler, diklorodifeniltrikloroetan-DDT ve 

ana metaboliti diklorodifenil dikloretan-DDE, 

polibromludifenileterler-PBDE, hekzaklorobenzen-

HCB), bu maddelerin kalıcılıklarına bağlı olarak 

toplumda düşük dozda KOK maruziyeti 

görülmektedir. Bu antropojenik bileşiklerden 

polibromlu difenil eterler poliüretan köpüklerin, 

mobilyaların, inşaat malzemelerinin, araba 

koltuklarının ve elektronik ekipmanların (cep 

telefonu, televizyon kumandası gibi) imalatında alev 

geciktirici katkı maddesi olarak kullanılmıştır. Bu 

bileşikler ürün malzemelerine kovalent olarak 

bağlanamazlar ve materyal yüzeyinden 

ayrılabildikleri için çevreye kolayca salınabilme 

özelliğine sahiptirler (Siddiqi MA ve ark. 2003). 

Klorlu hidrokarbon bileşiklerden PCB’lerin 209 ayrı 

bileşiği (konjener) bulunur. Uluslararası Kanser 

Araştırma Ajansı (IARC) tarafından karsinojenenik 

olarak (sınıf 1) sınıflandırılmış olup; reproduktif, 

gelişimsel ve endokrin bozucu etkinlik oluşturdukları 

bildirilmiştir. In utero maruziyet nedeniyle, bu 

maddelerden uzaklaşabilme imkanı olmayan; organ 

sisteminin, detoksifikasyon enzim ve diğer 

mekanizmaların işlevselliğini kazanamamış fetüs, 

popülasyon içerisinde en duyarlı gruptur. KOK 

maruziyetine bağlı olarak işlevselliği değişen ve 

bozulan membran transportları nedeniyle, bu 

maddelerin plasental bariyeri geçerek plasental kan 

dolaşımına geçebileceği bildirilmiştir. Yukarıda 

bahsedilen erişkin koroner arter ve diyabet 

hastalıklara temel oluşturacak epigenetik (Reynolds 

R ve ark. 2013) ve glukoz metabolizmasında 

değişiklikler (Herbstman J ve ark. 2008) ile 

gestasyonel hipertansiyon ve preeklampsiye (Zhu Y 

ve ark. 2017) ek olarak KOK’ların fetüste; yapısal 

anomaliler, fonksiyonel eksiklikler, konjenital 
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neoplazi, büyüme geriliği (Triche E 2007), erken 

doğum (Padula A 2018) , in utero vitamin D 

yetersizliği (fetüste akciğer ve bağışıklık sistemi için 

kritik), sistemik enflamasyon (Yurdakök K, 2013) , 

düşük doğum ağırlığı (Vafeiadi ve ark. 2014), abortus 

(Kumar S, 2011) ve fetus ölümüne (Yang S ve ark. 

2018) neden olabildiği gösterilmiştir. Prenatal PCB 

konsantrasyonunun, düşük doğum ağırlığına (yaşama 

gücü, diyabet ve kardiyovasküler sistem 

hastalıklarıyla ilişkili kronik hastalıklara etkilidir) 

sebep olduğu bildirilmiştir. (Debost-Legrand A ve 

ark. 2016).  Ayrıca, prenatal PCB maruziyetinin 

gelişim gerilikleri (Hertz-Picciotto I, ve ark. 2005) , 

nörogelişimsel gerilikler (Park H, ve ark. 2010), astım 

(Karmaus W, ve ark. 2008) ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir. Bu çalışmada farklı plasental yapıya 

sahip insan ve köpeklerde farklı fonksiyona sahip 

olabilecek membran transport proteinleri ifadelerinin, 

kirleticilere bağlı olarak değişebileceği hipotezi 

araştırılmış ve bu proteinlerin fonksiyonu ve 

koruyucu özelliklerinin daha iyi anlaşılması 

amaçlanmıştır.  Hem hayvan, hem de insan sağlığı 

için risk değerlendirmelerinin temelini oluşturan 

toksikokinetik çalışmalar için önemli bir altyapı 

oluşturması bakımından araştırma bulgularımız önem 

taşımaktadır.    

Literatürde PCB ile mebran taşıyıcı proteinler 

arasında ilişkiyi gösteren bir araştırmaya 

rastlanmamistir. Bununla birlikte halojenli 

hidrokarbonların membran taşıyıcı proteinlerin 

ifadesini etkileyerek ilaçların toksikokinetik, toksisite 

ve farmakokinetik etkinliğini değiştirdiği ortaya 

konumuştur (Fardel ve ark, 2011). Plasentada yoğun 

miktarda bulunan SLC ailesine ait taşıyıcı 

proteinlerden hENT1, FRα, ve SERT ve ABC protein 

ailesinden ABCB1, ABCG2, ABCC2 gen 

ifadelerinin PCB, PAH ve Fitalat gibi çevresel 

kirleticilerin bu proteinlere olan affiniteleri ile 

değişebileceği görülmüştür (Li ve ark. 2021).  

Çevresel PCB maruziyetinin Parkinson hastalığının 

etiyolojisiyle ilgili mekanistik ilişkisini araştıran 

deneysel bir çalışmada, doza bağlı striatal dopamin 

taşıyıcı protein (SLC6A3) ifadesinde azalmaya neden 

olduğu gösterilmiştir (Caudle, 2006); benzer bir 

bulgu transformatörlerde kullanılan ve yasaklanan 

PCB karışımı Araclor için de bulunmuştur (Bemis, 

2004). Araştırmamızın biyoinformatik bulgularına 

göre, SLC6A3'e ilişkin anlamlı bir değişiklik 

bulunmamıştır. Bunun, kontrol gruplarının sadece 

PCB maruziyetine göre ayrılmış olması, PCB ve 

kontrol gruplarında farklı kirleticilerin (pestisit, ağır 

metal, kalıcı organik kirletici, fitalat/adipat, diğer 

plastikleştiriciler gibi) bulunmasına bağlı olabileceği 

değerlendirilmiştir. Proje kapsamında (119S702), 

gündelik maruziyete uygun şekilde çoklu organik 

kirleticiler çalışılmıştır (PBDE, PCB, organoklorlu 

pestisit, PAH gruplarında 28 kirletici), ancak bu 

araştırmada sadece PCB ile ilişkili değerlendirme 

yapılmıştır. Bulgularımız, çoklu organik kirleticilerin 

transport proteinleri üzerine etkilerinin tekli 

maruziyetten farklı olabileceğini göstermektedir. 

RNA-Seq verilerine göre test edilen gruplar arasında, 

negatif numunelere kıyasla PCB pozitif grup için 742 

genin farklı şekilde ifade edildiği gösterildi. Bu 

verilerin içinde farklı ifade edilen SLC22A6 ve 

ABCB1 genleri qPCR ve in siliko yöntemlerle 

desteklenerek plasentada saptanan PCB yükünün 

hücre membran transferinde sorumlu olan genlerin 

ifadelerinde değişime yol açtığı gösterilmiştir.  

KOK’ların organizmaya etkilerinin araştırılmasında, 

öncelikle bu bileşiklerin hücre içerisine alınmasını ve 

atılımını kontrol eden membran transportları ön 

plana çıkmaktadır. Yapılan çalışmalarda KOK’ların 

çoğunluğunun (DDT, DDE, DDD, dieldrin, endrin, 

PCB-146, PCB-170, PCB-187, PBDE-47 ve PBDE-

100) P-gp gibi transportlarla etkileşime girerek, bu 

proteinlerin taşıma işlevini engellemek suretiyle 

normalde hücreden atılabilecek ksenobiyotiklere 

karşı canlıları duyarlı hale getirdiği gösterilmiştir 

(Nicklisch SC ve ark. 2016). Araştırmamızda in 

siliko bulgularda PCBlerin bağlanma afinitesi 

ABCB1’de SLC’ye (SLC1A5) göre daha yüksek 

bulundu. ABCB1 mRNA ifadesi PCB101’in IC50/2 

dozunda SLC22A6’ya göre 2,6 katç daha yüksek 

bulundu; PCB118 için ise bu fark 3,57 kat idi. 

PCB’lerin ABCB1 ifadesine etkisi çalışılan SLClere 

göre daha yüksek bulunmuştur.  Araştırmamızın in 

siliko bulguları, in vitro bulgular ile paralellik 

göstermiştir.     

SLC grubunda, sekans bulgularında en düşük p 

değerine sahip SLC4A1 geni tarafından kodlanan 

protein, anyon değiştirici (AE) ailesinin bir 

parçasıdır ve dokulardan akciğerlere karbondioksit 

taşınmasında rol oynayan bir klorür/bikarbonat 

değiştirici olarak işlev gördüğü eritrosit plazma 

zarında ifade edilmektedir. İkinci gen olan SLC38A5 

tarafından kodlanan protein ise sodyuma bağlı amino 

asit taşıyıcısıdır. ABC transporterlarından ifadesi 

farklı olan ABCA8 geni tarafından kodlanmış 

protein, lipid metabolizmasını düzenlemede ve 

miyelinin oluşumu ile korunmasında görev alırken, 

ABCC1 tarafından kodlanan protein, substrat olarak 

oksitlenmiş glutasyon, sisteinil lökotrienler için 

organik anyon taşıyıcısı olarak işlev görür. Aynı 

zamanda steroid hormonlarının ve safra tuzlarının 

glukuronidlerini ve sülfat konjugatlarını da taşır 

(Genecards 2022). Araştırmamız bulgularında da 

gösterildiği üzere, plasentada kirleticilere bağlı 

transport proteinlerini kodlayan genlerde ifade 

değişiklikleri bulunmakta olup, fetal gelişim üzerine 

etkileri için deneysel in vivo çalışmaların yapılması 

için önemli bir alt yapı sağlamıştır. 
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SONUÇ 

KOK maruziyetine bağlı, ksenobiyotiklerin 

transplasental olarak fetüse aktarılmasında plasental 

transport proteinlerinin ekspresyon miktarı ve 

fonksiyonu değişebilmektedir. Fetüsün kirleticilere 

karşı korunmasında ekspresyondaki değişiklikler 

büyük öneme sahiptir. Yapılan araştırmalar 

plasentada kirletici miktarının tespitine veya 

plasental membran proteinlerinin deneysel koşullarda 

bir veya birkaçının maruziyetine bağlı ifadesinin 

araştırılmasına yönelik olup, gerçek maruziyet 

koşullarında etkileşimi ve bu etkileşimin yolaklarını 

kapsayan bir araştırma bulunmamaktadır. Araştırma 

kapsamındaki hem epidemiyolojik hem de deneysel 

bulgularımız, PCB maruziyetine bağlı özellikle 

ABCB1 ifadesinde artış olduğunu göstermektedir. 

Sekans bulgularında ifade artışı olan genlerin eş 

zamanlı farklı maruziyetlere bağlı olabileceği veya 

polimorfizmlerden kaynaklanabileceği düşünülse de 

in vitro bulgularımız bu değerlendirmemizi 

kuvvetlendirmektedir. ABCB1 artışı koryoamniyonit 

gibi enflamasyon durumu, gestasyon dönemi gibi 

fizyolojik faktörler veya maternal stresten de 

etkilenebilmektedir (Han, Gao, and Mao 2018). 

İlerleyen çalışmalarda, epidemiyolojik ve in vitro 

araştırmamızın bulgularının in vivo deneysel 

modellerde de teyit edilmesi amaçlanmıştır.   

 

Çıkar Çatışması 

Yazarlar, bu makalenin araştırılması, yazarlığı 

ve/veya yayınlanması ile ilgili olarak herhangi bir 

potansiyel çıkar çatışması beyan etmemiştir. 
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Plan, tasarım: BYD, AF. Gereç ve yöntem ve veri 

toplama: Hücre kültürü ve rt-PCR analizler RU, YT, 

BYD; insan plasenta örneklerinin toplanması ÖÖ, 

HTÇ; köpek plasenta örneklerinin toplanması HK, 

KKA; kromatografik analizler ÖK, ÜGB, AF; 

moleküler kenetleme: MAÜ; informatik 

değerlendirme: ÇA; sekans optimizasyon: HÖS. Veri 

analizi ve yorum: RU, BYD, ÖK, HÖS. Yazım ve 
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