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Öz: Glioblastomalar, cerrahi tedavideki gelişmelere rağmen, sonrasında uygulanan 
kemoterapiye ve radyoterapiye direnç gösterdikleri için alternatif tedavi 
yaklaşımlarına büyük ihtiyaç duyulmaktadır. Glioblastomalarda hayatta kalma ve 
apoptoz mekanizması aynı madalyonun iki farklı yüzü olarak görüldüğünde, mevcut 
tedavi stratejilerinin doğru tümör hücre popülasyonlarını hedef alıp almadığı 
sorusu gündeme gelmektedir. TRAIL, sadece tümör hücrelerinde apoptozu 
indükleyen en iyi ajanlardan biridir ancak tümör hücreleri TRAIL`e farklı duyarlılık 
göstermektedir. Bu çalışmada, TRAIL, altın nanoparcaçıklar yüzeyinde aktive edilip, 
TRAIL`e duyarlı ve dirençli glioblastoma hücrelerde canlılığı, ve kaspaz aktivitesini 
nasıl etkilediği araştırılmıştır. Bu çalışmanın sonuçları, gelecekte glioblastoma için 
etkili tedavilerin tasarımında faydalı olacaktır. 

Investigation of TRAIL conjugated gold nanoparticles`s effect on glioblastoma TRAIL 
resistance 
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Abstract: Despite advances in surgical treatment, glioblastomas are resistant to 
chemotherapy and radiotherapy, so there is a great need for alternative treatment 
approaches. When the mechanism of survival and apoptosis in glioblastomas is seen 
as two different sides of the same coin, the question arises whether current 
treatment strategies target the right tumor cell populations. TRAIL is one of the best 
agents to induce apoptosis in only tumor cells, but tumor cells show different 
sensitivity to TRAIL. In this study, it was investigated how TRAIL was activated on 
the surface of gold nanoparticles and affected the viability and caspase activity of 
TRAIL sensitive and resistant glioblastoma cells. The findings from this study will 
be useful in the design of effective glioblastoma therapies in the future.   

*İlgili Yazar, email: ilknursur@gmail.com

1. Giriş

Glioblastoma, yetişkinlerin merkezi sinir sisteminde en sık görülen ve en kötü olan tümörlerden birisidir. 
Glioblastoma tedavisinde, cerrahi operasyon sonrası temozolomid ve radyasyon uygulaması kombine standart 
yöntem uygulanmakta, ancak bu uzun vadeli tümör kontrolünde başarısızlıkla sonuçlanmaktadır [1,2]. Uygulanan 
radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi yöntemler sonrasında glioblastoma hücrelerinin yeniden beyinde yayılması 
veya bu yöntemlere direnç göstermesinden dolayı, tedavide kesin başarıya ulaşılamamıştır [3,4]. Bu nedenle, 
glioblastoma tümör gruplarında paradoks halini alan tedavi direncini ortadan kaldırılabilecek alternatif tedavi 
stratejileri geliştirmek çok önemlidir.  
Tumor Nekroz Faktor (TNF) ile ilişkili apoptoz indükleyici ligand (TRAIL, Apo2L), 281 aminoasitten oluşan TNF 
gen ailesinin üyesidir ve sadece kanserli hücrelerde apoptoza sebep olduğu için gelecek vaat eden bir kanser terapi 
ajanıdır [5,6]. TRAIL`in anti-tümör aktivitesi, insan kanser hücresi aşılanmış hayvan modellerinde bildirilmiştir 
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[7-9]. TRAIL, dört plazma zarı reseptörlerine ve bir çözünebilir reseptöre, yani sırasıyla TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-
R2 (DR5), TRAIL-R3 (DcR1), TRAIL-R4 (DcR2) ve osteoprotegerine bağlanabilir [10]. DR4 ve DR5, TRAIL`e 
bağlandıktan sonra ölüm indükleyici sinyal kompleksini (DISC) oluşturur. DISC`te bulunan adaptör protein FADD, 
DR ve Procaspase 8 bağlanarak kendi kendine kaspaz aktivasyonunu gerçekleştirir. DISC tarafindan aktive edilmiş 
kaspaz 8, iki şekilde apoptotik ölüm mekanizmasını yürütmektedir. Tip I hücrelerde, DISC yeterli miktarda kaspaz 
8`i harekete geçirir ve bu asağı yolaklardaki diğer kaspazları da aktive eder. Tip II hücrelerinde, DISC küçük 
miktarlarda kaspaz 8 aktive eder ve mitokondriyal apoptotik mekanizması aracılığıyla apoptotik sinyalin 
amplifikasyonunu gerektirir. Bu mitokondriyal amplifikasyon döngüsü aktivasyonu, Bcl-2 ailesinin proapoptotik 
üyesi olan Bid`in kesilmesiyle meydana gelir [11]. Kesilmiş Bid, Bax ve Bak`a bağlanır ve mitokondriden sitokrom-
c gibi apoptogenik faktörlerin salgılanmasına neden olur.  
TRAIL, protein ve peptid ilaçlarında olduğu gibi, in vivo olarak hızla deaktive edilir, düşük stabilite ve çözünürlüğe 
sahiptir ve hızlı bir şekilde böbrek yolu ile atılır; bu özellikler TRAIL`in klinik uygulamadaki zorluklarını temsil 
etmektedir [12]. TRAIL’in tek başına yeterli olmadığı kanser tiplerinde, istenilen kanserli hücre ölümüne 
ulaşılması için birleşimsel yaklaşımlar geliştirilmektedir. Rekombinant TRAIL, sadece kanser hücre hatlarında 
apoptozu indükleyip, normal dokuları etkilemeden güçlü anti-tümör aktivitesi sergilediği için kanser tedavisi için 
ümit vaadeden yaklaşımlardan birisidir [13]. TRAIL’in tümörlere taşınması ve etkisi için kullanılacak en iyi 
ajanlardan birisi, nanoparçacıklar olabilir [14]. Nanoparçacıklar, kanser tedavisinde tümörü hedefleme, kolay 
hücre içine alınma özelliği, beyin kan bariyeri ve çoklu ilaç direncinden kaçış gibi yeteneklerinden dolayı birçok 
yarar sağlamaktadır [15-19]. Nanoparçacıkların hedefli verilmesi, onların tümörlü bölgede birikimine neden olup, 
sistemik toksisiteyi azaltarak tedavinin etkisini arttırmaktadır. Önceki çalışmada, TRAIL bağlı demir oksit 
nanoparçacık sentezlenmiş, ve sentezlenen bu ligandın, in vitro olarak glioblastoma hücrelerinde apoptozu, in vivo 
olarak glioma hücrelerini hedeflemedeki yeteneğini önemli derecede arttırdığı görülmüştür [14]. En yaygın 
kullanılan altın nanoparçacıkların (AuNPs) ilaç salınımında, kanser hücrelerini teşhisi ve öldürme yöntemlerinden 
biri olan fototermal terapi gibi uygulamalarda kullanımının güvenli olduğu görülmüştür [20-26]. Buna rağmen, 
AuNPs bağlı TRAIL`lerin glioblastoma TRAIL duyarlı ve dirençli hücreleri üzerindeki etkileri henüz 
araştırılmamıştır. 
Bu çalışmada, glioblastoma gibi kötü huylu bir kanser türünün, TRAIL gibi klinik uygulamalar için önemli bir yer 
teşkil eden bir faktöre duyarlılığının nanoparçacık teknolojileri kullanarak moleküler düzeyde araştırılması 
amaçlanmıştır. Çalışmadan çıkan sonuçlarla, tedavi duyarlılığın iyileştirecek yöntemler belirlendiğinde, yeni ilaç 
tasarımları ve yeni ajan geliştirmek daha kolay olacaktır. 

2.  Materyal ve Metot 
 
Altın (III) klorit trihidrat (Sigma Aldrich, ABD), sodyum sitrat dihidrat (Sigma Aldrich, ABD), Dulbecco’s modified 
Eagle’s Medium (DMEM, Gibco, USA), Fetal sığır serumu (FBS, Gibco, USA) penisilin/streptomisin (Gibco, USA), 
kullanılmıştır. 
 
2.1. TRAIL üretimi 
 
his-TRAIL içeren pQE vektörü bakterilere transform edildikten sonra, bakteriler 100 ug/ml ampisilin içeren sıvı 
Luria-Bertani (LB) besiyerine konuldu. Gece boyunca 37°C'de sallanarak 250 ml besiyerinde büyütüldü. Ertesi gün 
çoğalan bakterilerden, her 250 ml LB (ampisilin) içerisine 10 ml olacak şekilde bakteri konulduktan sonra 37°C'de 
sallanmaya bırakıldı. Çoğalan bakterinin 600 nm dalga boyunda OD değeri 0.6 olunca, 0.1 mM olacak şekilde IPTG 
eklendi.  
25°C'de gece boyunca inkübasyona bırakıldıktan sonra, santrifüj tüplerine aktarılan bakteriler 7000 rpm'de 
4°C'de 10 dakika boyunca santrifüj edilip bakterilerin çökmesi sağlandıktan sonra 10 ml lyzis solüsyonunda 
çözüldü. Buz içinde 1 saat tutulduktan sonra, buz içindeyken 2 dakika sonike edildi. Daha sonra 30 dakika 12000 
rpm’de santrifüjlendi. Proteinin saflaştırılmasında, santrifüj sonucu oluşan supernatant Ni-NTA resiniyle inkübe 
edildi. Sonrasında kolon birkaç defa yıkandıktan sonra kolona HisTag aracılığıyla bağlı olan protein kolondan saf 
olarak elde edildi. Elüsyon çözeltisinin içinde bulunan his-TRAIL, gece boyu PBS içerisinde diyalize bırakıldı, etkili 
bir diyaliz için PBS en az 3 kez değiştirildi. 
 
2.2. AuNP sentezi ve Nanoparçacıkların TRAIL ile etkileşimi 
 
AuNPs`ler sodyum sitratın HAuCl4·3H2O ile indirgenmesi yoluyla hazırlanır [27]. 50 nm AuNPs sentezi için, 0.05 
gr HAuCl4 500 ml içinde çözüldü. Kaynayıncaya kadar ısıtılan bu çözeltiye, 4 ml 38.8 mM sodyum sitrat çözeltisi 
hızlıca eklendikten sonra, 15 dakika daha kaynatıldı. 
Sentezlenen 50 nm AuNPs ve saflaştırılan değişik konsantrasyondaki (25 ng/ml ve 50 ng/ml) his-TRAIL proteini 
gece boyunca 4°C’de inkübe edilip, etkili bağlanmanın gerçekleştiği konsantrasyon aralığı tespit edildi.  
 
2.3.  Hücre kültürü 
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Çalışmalarda kullanılacak glioblastoma hücre hattı (T98G) American Type Culture Collection (ATCC)’dan satın 
alınmıştır. Dr. Tuğba Bağcı-Önder’in laboratuvarında bu hücre dizisinden TRAIL’e değişik duyarlılıklarda yeni 
hücre alt popülasyonları (T98G-TRAIL Dirençli ve T98G-TRAIL Duyarlı hücreler) üretilmiştir [28]. Tüm hücreler, 
DMEM (Gibco, USA),  % 10 FBS (Gibco, USA), % 1 L-glutamine (Gibco, USA), ve % 1 penicillin-streptomycin (Gibco, 
USA) içeren besiyerlerinde ve 37℃ ve 5% CO2 olan inkubatorde büyütülmüştür.  
 
2.4. Canlılık Analizi  
 
T98G TRAIL Dirençli ve T98G TRAIL Duyarlı hücrelerde yapılan hücre canlılık testi, canlı hücrelerdeki ATP 
miktarının lüminesans olarak ölçülmesine dayanan Cell TiterGlo (Promega) (CTG) kiti ile yapıldı. Bunun için 96-
kuyucuklu tabaklara 10.000 hücre/kuyucuk olacak şekilde hücreler ekildi. İkinci günde kontrol değişik 
kontrasyonlarda AuNPs, TRAIL ve TRAIL bağlı AuNPs olacak şekilde TRAIL uygulandı. 24 saatin sonunda kitin 
protokolüne uygun olarak CTG uygulandı ve plate okuyucuda sonuçlar görüntülendi. 
 
2.5. Kaspaz 3/7 aktivitesi 

 
Kaspaz 3/7 aktivitesi testi için Caspase-GLO 3/7 (Promega) kiti kullanıldı. Tetrapeptit sekansına sahip bir 
prolüminesans kaspaz 3/7 substratı olan DEVD, aktif kaspaz 3/7 tarafından kesildiğinde lusiferaz enzimi substratı 
olan aminoluciferin açığa çıkmaktadır. Kit bunun lüminesans olarak ölçülmesine dayanır. Kaspaz 3/7 aktivitesi 
testi için 96-kuyucuklu tabaklara 10.000 hücre/kuyucuk olacak şekilde hücreler ekildi. İkinci günde kontrol (0 ng 
TRAIL/ml), ve değişik konstrasyonda diğer ligandlar ile muamele edildi. 3 saatin sonunda kitin protokolüne uygun 
olarak Caspase-GLO 3/7 solüsyonu uygulandı ve plate okuyucuda sonuçlar görüntülendi. 
 
2.6. Veri analizi 

 
İstatistiksel analiz Student's t testi kullanılarak yapıldı ve veriler, grup başına üç numuneden elde edilen ortalama 
± SD'dir. p <0,05 (*), <0,001 (**), <0,0001 (***) değerleri anlamlı kabul edildi.  
 
3. Bulgular  

 
Saflaştırılan his-TRAIL proteini Coomassie, Ponceau boyaması ile önceki çalışmamızda gösterilmiştir [29]. Penta 
His antikoru ile yapılan western blotlama sonucunda da beklenilen boyutta his-TRAIL (23 kDa) proteinin başarılı 
bir şekilde saflaştırıldığı tespit edilmiştir [29].  
 

 
 
 
Şekil 1. TRAIL-AuNPs’lerin karakterizasyonu. (a) Şematik gosterimi (b) UV/Vis spektrumu ve hidrodinamik 
boyutun artması, (c) DLS boyut dağılım grafiği 
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Sentezlenen AuNPsler, UV-Vis Spektrofotometre ve DLS ile karakterize edilmiştir (Şekil 1a, 1b, 1c). 50 nm AuNPs 
532 nm dalgaboyunda tek bir UV absorbans tepe değerine sahiptir (Şekil 1b). TRAIL, AuNPs üzerinde zayıf bağlı 
sitrat iyonlarının değiştirilmesi veya AuNPs'in yüzeyinde pozitif yüklü his-TRAIL ve negatif yüklü sitrat iyonlarının 
iyonik etkileşimleri yoluyla TRAIL'in amino ve karboksilik asit fonksiyonel gruplarının spesifik olmayan etkileşimi 
yoluyla AuNPs yüzeyinde konjuge edildi.  
 
50 nm AuNPs TRAIL ile birlikte absorbans degeri degiştiği görülmüştür. 50 nm AuNPs’in doğru büyüklük 
aralığında olduğu DLS ile gösterilmiştir (Şekil 1c). Sentezlenen ligandlara DLS ile büyüklüklerine bakıldığında, 50 
nm AuNPs’nin his-TRAIL ile bağlanmasıyla ile birlikte, hidrodinamik boyutun artması ile TRAIL bağlı 
nanoparçacıkların 50 nm’den daha büyük olduğu görülmüştür (Şekil 1c). 

50 nm AuNPs, TRAIL-AuNPs, ve TRAIL için yapılan hücre canlılık deneyi sonuçlarına göre TRAIL dirençli 
hücrelerde canlılık 25 ve 50 ng/ml TRAIL-AuNPs ile %75’in altına düşerken sadece TRAIL verilen dirençli 
hücrelerde %75’in üzerinde canlılık görüldü. TRAIL duyarlı hücrelerde ise, sadece TRAIL ile muamele sonucu 
hücre canlılığının %10’un altında olduğu tespit edildi (Şekil 2).  
 

 
 
Şekil 2. T98G TRAIL duyarlı (A) ve dirençli (B) hücrelerde 24 saat 50 nm AuNPs, TRAIL-AuNPs, ve TRAIL maruz 
kalması sonucu doza (0 ng/ml, 25 ng/ml ve 50 ng/ml) bağlı hücre canlılık (%) analizi. Herhangi bir uygulama 
yapılmayan (0 ng/ml) hücreler kontrol olarak kullanıldı ve her grubun (0 ng/ml) hücreleri ile karşılaştırmalar 
yapılmıştır. Veriler, her grubun 0 ng/ml kontrolüne göre normalleştirildi (*p<0.05, **p<0.001, **p<0.0001). 
 
 
T98G hücrelerinden seçilen TRAIL dirençli alt-popülasyonlara AuNPs, TRAIL, TRAIL-AuNPs uygulanmasının 
ardından kaspaz 3/7 aktivitesindeki artış özellikle 25 ng/ml ve 50 ng/ml’de 2 kata yakınken 50 nm AuNPs ve 
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TRAIL-AuNPs verilen gruplarda 1 katın altında olarak bulundu (Şekil 3). Genel olarak da AuNPs`nin yalnızca çok 
yüksek konsantrasyonlarda hücreleri apoptoza götürdüğü gösterilmiştir [30,31]. Başka bir grup tarafından 
yapılan araştırmada ise altın nanoparçacıkla yapılan modifikasyonlar sonrası hücrelerin apoptoza geç girdiği 
gösterilmiştir [32]. Bu çalışmada görülen altın nanoparçacık konsantrasyonunun hücrelerdeki kaspaz aktivitesini 
geciktirmiş olması gerek AuNPs konsantrasyon düşüklüğünden gerekse apoptoza girme süresinin geç olmasından 
kaynaklanmış olabilir.  
 

 
 

Şekil 3. T98G TRAIL duyarlı (A) ve dirençli (B) hücrelerde 24 saat 50 nm AuNPs, TRAIL-AuNPs, ve TRAIL maruz 
kalması sonucu doza (0 ng/ml, 25 ng/ml ve 50 ng/ml) bağlı kaspaz 3/7 aktivite analizi. Herhangi bir uygulama 
yapılmayan (0 ng/ml) hücreler kontrol olarak kullanıldı. Veriler, 0 ng/ml kontrole göre normalleştirildi 
(*p<0.05). 
 

T98G TRAIL duyarlı hücrelerde de en fazla kat artışı 50 ng/ml TRAIL’de görülmüştür (Şekil 3). 50 nm AuNPs, ve 
TRAIL-AuNPs’nin kaspaz 3/7 aktivitesine önemli bir etkisi olmamıştır. 
 
 
4. Tartışma ve Sonuç 

 
Glioblastoma, beyin tümörleri arasında en sık görülen ve en agresif primer beyin tümörüdür. Farklı moleküler, 
genetik değişimlerin ve epigenetik profillerin değişik tip gliomalarla ilişkili olduğu gösterilmiştir. Cerrahi işlemi 
takiben kombine TMZ ve radyasyon uygulaması, glioblastoma hastalarında standart olarak uygulanan tedavi 
şeklidir. Son yıllarda glioblastoma hücrelerinde TRAIL direncini duyarlı hale getirmek için büyük çaba sarf 
edilmiştir.  Ancak, hücrelerde ortaya çıkan TRAIL direncinden dolayı, klinikte uygulanması için çok sayıda soru 
cevapsız kalmaktadır. Dolayısıyla TRAIL dirençli hücrelerin, direnç göstermesine sebep olan mekanizmaları tespit 
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edip, bu direçli hücreleri duyarlı hale getirebilecek alternatif yolları araştırmak önem teşkil etmektedir. Bu 
çalışmada, TRAIL-AuNPs konjugasyonunun hücre canlılığı, kaspaz aktivitesi üzerine etkisi ve TRAIL direncindeki 
önemi araştırılmıştır. 
Nanoparcaçıklar, kan beyin bariyerini geçtikleri için gerek kanser tedavisi gerekse kanser teşhisi için önemlidirler. 
Son zamanlarda, nanopartikülün boyutu ve şeklinin, in vitro hücresel alımla ilgili olarak önemli olduğu 
bildirilmiştir. Yapılan çalışmada, küresel şekilli nanopartiküller, çubuk şekilli partiküllere göre artan bir alıma 
sahip olduğu gözlenmiştir [33]. Yazarlar ayrıca, 50 nm küresel altın nanoparçacıklarının (AuNPs), çalışılan tüm 
nanoparçacıkların en iyi hücre içine alınma özelliğine sahip olduğunu keşfettiler. Bu özelliginden dolayı bu 
calışmada 50 nm AuNPs kullanılmıştır. Dikkat çekici bir şekilde, AuNPs tıpta tarih boyunca kullanılmış ve günümüz 
teknolojsinde de kullanılmaya devam etmektedir [34]. Son zamanlarda, AuNPs hedeflenen ligandlarla ve 
radyoterapinin in vitro ve in vivo etkinliğini artırma yeteneğinden dolayı kanserde potansiyel bir araç olarak çok 
dikkat çekti [35–40]. Teşhis olarak, altının yüksek atom numarası ve manyetik rezonans görüntüleme (MRI), aktif 
ajanlarla konjugasyon yeteneği tümör dokusunun hassas ve spesifik görüntülenmesini sağlamıştır [41-44]. Tedavi 
açısından, AuNPs ve radyoterapi birlikte kullanıp, tümör dokusunda kalıcı olan AuNPs baglı radyosensitizörler ile 
kanser hücrelerini radyoterapiye duyarlı hale getirebilir. Çeşitli çalışmalar, AuNPs modifikasyonlarının hem 
hücresel hem de hayvan çalışmalarında radyo-duyarlılaştırıcı etkilerini daha önce göstermiştir [45-50]. 
 

 
 
Şekil 4. Çalışmanın özeti (Şekil Biorender kullanılarak hazırlanmıştır) 
 
Bu çalışmada, sitrat kaplı AuNPs yüzeyine konjuge edilen his-TRAIL proteini, TRAIL dirençli hücrelerin 
duyarlılığını artırmak etkin bir şekilde aktive etmek için kullanılmıştır (Şekil 4). Bulgularımız, TRAIL konjuge altın 
nanoparçacıkları kullanan çalışma ile tutarlı olup, modifiye edilmemiş TRAIL'e kıyasla TRAIL-AuNPs ile inkübe 
edilen TRAIL dirençli hücrelerde daha fazla ölüm kaydedilmiştir [51]. Bu sonuçların, aynı zamanda akciğer 
kanserinde AuNP'ler ve TRAIL'in birlikte tedavisi üzerine hücre canlılığında bir azalmayı gösteren önceki 
bulgularla da uyumlu olduğu görülmüştür [52]. Ancak gözlenen TRAIL-AuNPs muamelesi ile TRAIL dirençli hücre 
canlılığındaki azalma daha cok yapılan TRAIL bağlı gümüş nanoparçacıklarında (TRAIL-AgNPs)  görüldüğü kadar 
çok büyük fark olmadığı için TRAIL-AuNPs konjugasyonun fototermal terapi veya radyoterapi etkinliğini artırmak 
için kullanılabilir [29]. 
Sonuç olarak AuNPs yüzeylerinin kanser membran reseptörlerini tanıyan TRAIL ile kaplanması, nanoparçacıkların 
tümörlü bölgeye hedefli olarak taşınmasını sağlayıp, bu bölgede kullanılacak radyoterapi ve fototermal terapi gibi 
alternatif tedavilerin etkisini artırmaya yardımcı olabilir. Glioblastoma tedavisinde, TRAIL direncinin üstesinden 
gelmek için TRAIL-AuNP'leri kullanmak yeni kombinasyon tedavilerinin önünü açabilecektir. 
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