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Destekleyici Bilgiler

(ZET: Teranostik ilag yiklthidrojellerin deri alti ttmérlere
enjeksiyonunun kesin lokal timér eradikasyonu sag lamak i¢in
umut verici bir strateji oldug u kanitlanmistir. Hayvan ve bitki
kalintilarinin biyokimyasal ayrismasinin dog al bir trintiolan
himik asit, toprakta, turbalarda, okyanuslarda vb. bol miktarda
bulunur. Bu ¢alismada, sodyum humat (SH) ve doksorubisin
(DOX) igeren sag lam, enjekte edilebilir, 1siya duyarh bir agaroz
hidrojel insa edildi. birlesik kemo-foto termal terapotik etkiye
dayal ttmor yonetimi icin benzersiz bir ajan. Yakin kizilétesi
(NIR) 1519 1 gl lUbir sekilde emen SH, 1sik enerjisini verimli bir
sekilde termal enerjiye don(gtirebilir, yerel hipertermiyi
indikleyebilir ve ardindan tipik bir jel-sol gecisi yoluyla SH/

ﬁ Agarose gel @ Dox g Sodium humate (SH)

DOX@hidrojel kompleksinden sirekli ilag salimini tetikleyebilir; terapétik ilaglarin gelismis hicresel alimi. Ayrica SH/DOX@hidrojelin
intratimoral enjeksiyonu, NIR lazer isimasi altinda kati timérlere karsi es zamanl bir kemo-fototermal terapétik etki ile
sonuglanmistir, bu da timérin tekrarini topluca énleyebilir. Ek olarak SH/DOX@hidrojel, bir hayvan modeli kullanilarak gésterildig i
gibi ultra disik sistemik toksisite sergiledi. Bu ¢alisma, kanser veya dig er kritik hastaliklarin tedavisi i¢in gelismis bir platform olarak
ekstra teranostik modduleri de i¢ erebilen, kesin timér tedavisi icin digik maliyetli, 151§ a duyarh bir hidrojel gelistirmek i¢in umut

verici bir girisim sag lar.

ANAHTAR KELI MELER: humik asit, agaroz hidrojel, doksorubisin, fototermal terapi, kemoterapi
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Kanser su anda kiresel olarak birincil sag lik sorunudur ve insan
sag Iig 1icin ciddi bir tehdit olusturmaktadir.1 Cerrahi eksizyon
genellikle kanama, potansiyel enfeksiyonlar ve ameliyattan sonra
yiksek niks oraninin eslik ettig i kati timorlerin geleneksel
tedavisi i¢in standardize edilmistir.2 Alternatif olarak, yaygin
kemoterapi ve radyoterapi modaliteleri, 6zellikle orta ve geg
donemler icin disik terapotik etkinlikten muzdariptir. kati
timorlerin tam olarak yok edilememesi nedeniyle evre timorler.3
Ayrica, kemoterapétik ilaglarin veya radyoaktif maruziyetlerin
zayf secicilig i nedeniyle bu tedaviler sirasinda istenmeyen
komplikasyonlar ve yan etkiler ortaya ¢ikabilir.4 Bu nedenle,
timor 6zgullg § yiksek etkinlik, ve minimal olumsuz etkiler, klinik
uygulama icin acil talep gérmektedir.

I ntravendéz (iv) enjeksiyon gibi sistemik yontemlerle
karsilastirildig inda, lokalize terapotik yaklagimlar, yukarida

belirtilen zorluklarin stesinden gelmek igin ¢ekicidir.
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strekli ilag salimini kontrol eder, ancak ayni zamanda normal
dokulara sistematik toksisiteyi azaltmak i¢in dolagim sisteminden
de kagnir.5,6 Polimerlerin pargalanmasiyla tetiklenebilecek,
timorlere lokalize ilag salimini sag lamak i¢in polimer bazl
kemoterapdtik platformlarin tasarlanmasi igin 6nemli ¢abalar
sarf edilmistir. 7 10 Fizyolojik doku ortamlarini taklit eden
oldukga organize (¢ boyutlu ag lara sahip enjekte edilebilir
hidrojeller, terapotik maddelerin yerinde verilmesi gibi rejeneratif
tip alaninda artan uygulamalar bulmustur.11,12 Yiksek su icerig i,
esneklik, biyolojik olarak parcalanabilirlik ile polimerik hidrojeller
ve biyouyumluluk, ilaglarin farmasaétik aktivitesinin korunmasina
yardimai olur ve ilag salimini kolaylastirir Gheeki raporlar,

canli. kemoterapétik ilaglarin, fonksiyonel proteinlerin
kapsidlenmesini gostermistir.
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ve nikleik asitleri timor biyimesini bastirmak, metastazi 6nlemek
ve kanserin tekrarlama oranini azaltmak igin enjekte edilebilir
hidrojellere donistirin.16 18 Bununla birlikte, bu terapotik
ajanlarin hidrojellerden salinma orani etkili bir sekilde kontrol
edilememekte ve bu da nikleik asitlerin yetersiz biyoyararlanimi
nedeniyle tedavi etkinlig inin azalmasina yol ag maktadir. ilaglar ve
kanser hicrelerinin ilag direncini indikleme.19 Bu nedenle,
islevsellestirilmis hidrojel sistemlerinin gelistiriimesi, tek adimli lokal
enjeksiyona dayali ilaglarin kontrollisalimini sag lamak ve béylece

Isi§ a duyarl hidrojeller, genis ¢apta mevcudiyetleri ve optik
uyaranlarin invazif olmamasi nedeniyle kontrolliilag salimiigin
umut vaat eden adaylardir.20,21 Hidrojellerin isikla indiklenen faz
gecisi genellikle sicaklik deg@ isimi altinda tersine ¢evrilebilir; sadece
15tk uyaranini ayarlamak. Gneg in, ilag salim hizi, lazer dalga boyu,
gt yog unlug u ve maruz kalma siresi dahil olmak (zere birden
¢ ok optik parametreyi uzaktan kontrol ederek ayarlanabilir.
MoS2'nin inorganik nanoyapilari, altin ve bakir kalkojenid22 24 ve
polianilin, polipirol, karbon nanotipler ve grafen analoglarinin
organik nanokompozitleri25 28 gibi bir¢ ok fototermal don{tirict
ajan (PTA) yaygin olarak kullanilmis ve etkileyici 1s1k- ytksek
fototermal donigim verimlili§g i nedeniyle duyarli 6zellikler. Bununla
birlikte, bu ajanlarin ¢og u, zayif biyouyumluluk, bozunmazlik veya
istenmeyen sitotoksisite nedeniyle klinik uygulamalar igin hala
optimal 6zelliklere sahip deg ildir.29,30 Ayrica, bir¢ok nanomateryal,
hidrojellerde kapstilendig inde topaklagmaya eg ilimlidir, bu da isik
sagilmasina ve dolayisiyla olumsuz olarak indirgenmeye neden
olabilir. fototermal donisim verimlili§ i.31 Bu nedenle, yeni hidrojel
dostu PTA'larin gelistiriimesi, hidrojel bazli lokalize ttmor
tedavisinden tam olarak yararlanmak i¢in ¢ ok 6nemlidir.

Hayvan ve bitki kalintilarinin mikrobiyolojik bozunmasindan elde
edilen dog al bir organik karbon kaynag 1 olan himik asit (HA),
yakin kizilétesi (NIR) donstirme konusundaki olag anisti
yeteneg inden yararlanarak fototermal terapi (PTT) ve fotoakustik
gorintdemede ilging teranostik uygulamalar bulmustur. ) 151k
enerjisi.32 HA, dinyadaki tim karbon kaynaklarinin neredeyse
yarisini olusturur ve gevre, tarim, ilag ve enerji uygulamalari i¢in
yaygin olarak kullaniimaktadir.33 36 Daha da 6nemlisi, HA, ¢ok
cesitli canli organizmalar i¢in minimum dizeyde biyolojik tehlike
arz eder. 32 HA ayrica, fototermal donigim verimlilig ini koruyan ve
lazer 1simasi ile tetiklenen tutarli bir fototermal etki olusturan
mikemmel dag 1hma sahip ki tk molekdler bi¢ciminde de bulunur.
HA'nin baslica avantajlari arasinda bolluk, digtk maliyet ve yiksek
biyouyumluluk yer alir ve bu da onu sag lik uygulamalariigin ¢ok
yonlibir malzeme haline getirir. Bununla birlikte, essiz boyut aralig 1
nedeniyle artan gecirgenlik ve tutma (EPR) etkisiyle HA, timor
bélgesinde kendilig inden zenginlestirilemez. Bu nedenle, HA'nin
teranostik uygulamalari, ttmor i¢i enjeksiyon ile lokal tedavi i¢in
daha uygun olabilir.

HA'nin bir tuz tirevi olan sodyum humat (SH), benzer fototermal
ozelliklerini korurken HA'dan ¢ ok daha yiksek ¢ 6zinirlik sergiler.
Bununla birlikte, bildig imiz kadariyla, NIR isikla indiklenen ilag
dag 1tim platformlarinin ingasi i¢in SH kapsulthidrojeller hakkinda
arastirma eksiklig i var.

FDA onayli biyouyumlu bir polisakarit olarak agaroz, deniz
yosunlari gibi bol miktarda agar kaynaklarindan saflastiriimis lineer
galaktanin bir hidrokolloididir.37 Disik erime noktali agaroz 65,5
°C'de erir ve 25 °C'nin altina sog utuldug unda jellesir.
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Doksorubisin (DOX), bir Gida ve I dare Kurumu- (FDA) onayl
antitimor ilaci, metastatik yumusak doku sarkomu icin altin
standart birinci basamak kemoterapi olarak hizmet eder.38
Agarozun sicakhg a duyarl faz gecisinin bu benzersiz 6zellig ine
dayanarak , SH ve agaroz jeli iceren ve fototermal ablasyon ve
kanser kemoterapisi icin DOX ile ytklenen SH/DOX@hidrojel adl bir
kompozit sistemi rapor ediyoruz (Sekil 1). Bu enjekte edilebilir ve
faz
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Sekil 1. Kemoterapétiklerin kontrollisahmina ve NIR lazer
isimasiyla tetiklenen lokal fototermal ablasyona dayali olarak
SH/DOX@hidrojelin timoér baskilama igin ¢alisma
mekanizmasinin sematik gésterimi.

deg istirilebilir hidrojel, NIR 151§ 1na maruz kalma altinda antikanser
ilaglarin salim kinetiklerini modie etmek igin kullanilabilir. Bir PTA
olan SH, hidrojel matrisinin yerel sicaklig in1 ylkseltmek igin isik
enerjisini termal enerjiye donistirebilir. Daha sonra, agaroz hidrojel
yumusar ve geri donigimlihidrolize ug rar, bu da matriksten
¢evreye kontrol edilebilir ilag nifuzu ile sonuglanir. Bu talep zerine
ilag salim mekanizmasi, ilacin doruk miktarinin terapétik pencere
icinde salinmasini sag lamak i¢in dog rusal olmayan farmakokinetig i
olan ilaglarin yénetimi igin kritik Sneme sahiptir. Bu arada, timor
ablasyonu, i1sikla indiklenen fototermal etkilerle lokal olarak
gelistirilebilir. DOX ve SH'nin potansiyel yan etkileri, hidrojelin

dog rudan dolasim sistemine girmeden timér bélgesinde
tutulmasiyla en aza indirilir.

Daha da 6énemlisi, hidrojel, lazer isimasi altinda hidrolizden sonra
riner sistem yoluyla atilabilen oligomerlere donigebilir. Genel
olarak, bu ¢alisma, in situ kanserin birlesik kemo-fototermal
tedavisi icin biyouyumlu bir hidrojel ve bir kemoterapétik ilagla
birlestirilmis bir himik asit tirevinin antikanser uygulamasini
gOstermektedir.

DENEYSEL BA.UM

Malzemeler. Himik asit, sodyum tuzu (sodyum humat,
SH), dsk erime noktall agaroz tozu, dimetil sifoksit (DMSO)
ve 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum brom(r
(MTT, %98, Shanghai Aladdin Bio-Chem Technology'den (Cin)
temin edildi. Fosfat tamponlu salin (PBS), penisilin/
streptomisin karisimi, Dulbecco'nun modifiye Eagle ortami
(DMEM), fetal si§ 1r serumu (FBS), TrypLE Express enzimi,
Calcein AM, 4',6-diamidino 2-Phenylindol (DAPI) ve propidyum
iyodur (PI) Thermo Fisher Scientific'ten (ABD) elde edildi.
Doksorubisin hidroklorir (DOX-HCI), Hua Feng United
Technology Reagent'tan (Cin) satin alindi. One Step TUNEL Apoptosis Assay
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Beyotime Biotechnology'den (Cin) satin alinmistir. Deiyonize (DI) su (18.2
MQ-cm), Milli-Q Synthesis A10 su aritma sistemi (Molsheim, Fransa)
kullanilarak saflastiriidi.

SH/DOX@hidrojel hazirlanmasi. Kisaca, 500 mg SH, 60 mL DI su iginde
¢6zindrddy ¢ 6zinmeyen kalintilari ¢ikarmak igin 12 000 rpm'de 30 dakika
santrifglendi. SH i¢eren sipernatan, kit (k molekdleri uzaklastirmak i¢in DI
su icinde 3 gin diyaliz edildi. Daha sonra saflastirilan SH sol(syonu, sivi
nitrojen iginde hizla donduruldu ve tekrar tekrar kurutularak siyah SH
tozlari elde edildi. SH/DOX islevsellestirilmis hidrojeli hazirlamak igin, 6nce
100 mg digik erime noktali agaroz, 10 mg saflastiriimis SH tozu ve 5 mg
DOX'un DI su (10 mL) iginde ¢ 6zilmesiyle heterojen bir karisim hazirlandi.
Agaroz karisimi daha sonra homojen bir ¢ 6zelti olusturmak icin bir
mikrodalga firinda eritildi. SH/DOX@hidrojel, dnceki ¢ 6zeltinin oda
sicaklig na sog utulmasindan sonra nihayet elde edildi. SH/DOX®@hidrojeldeki
her bir bilesenin i¢erig i, 6zel olarak belirtiimedikge sonraki ¢alismalar i¢in
sabit kald.

SH ve SH/DOX@hidrojelin karakterizasyonu. SH ve SH/DOX@hidrojellerin
varhg 1, bir Nikon D810 dijital kamera kullanilarak gérintdendi. SH'nin
elementleri ve mikro yapisi, enerji dag 1hmli spektroskopi (EDS) spektrum
haritalamasi ve alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FESEM,
JSM-7800F, ZEISS, Almanya) kullanilarak analiz edildi. SH'nin mikro yapisini
analiz etmek i¢in numune tutucuya damla damla 10 pL SH dispersiyonu
(etanol icinde 500 pg mL-1) eklendi, havayla kurutuldu ve 90 s platinle
piskirtddi SH'nin X-isini kirmim (XRD) paterni elde edildi ve bir X-isini kirmim
Olgeri (XRD-7000, Shimadzu, Japonya) kullanilarak analiz edildi. SH'nin UV-
vis-NIR absorpsiyon spektrumu, bir UV-vis spektrofotometre (UV-1800,
Shimad zu, Japonya) ile karakterize edildi. SH/DOX@hidrojellerin (%0,5, %1
veya %2 agarozdan hazirlanmis) dinamik reolojik testi, bir DHR-1 sicaklk
kontrollireometre (TA Instruments, ABD) kullanilarak 1 Hz frekansta
gergeklestirildi. Numuneler, 40 mm paralel plakalar arasinda 1 mm'lik bir
boslug a yerlestirildi ve sifir normal kuvvet olana kadar gevsetildi. Dinamik
sicaklik taramalari, SH ve SH/DOX@hidrojelin Fototermal Grellikleri min-1 3
°C'lik bir artis oraniyla 30 ila 60 °C arasinda deg@ ismistir .

SH'nin fototermal 6zelliklerini ded erlendirmek icin, ¢esitli konsantrasyonlarda

3 mL SH sulu dispersiyonu i¢eren bir kuvars tip, 10 dakika boyunca NIR
lazer isinimina (808 nm, 2 W ¢cm-2 ) tabi tutuldu.

Lazer isinlamasi sirasinda, yerel sicaklik ve ger¢ek zamanli termal gérintder,
bir kizildtesi gorintdeme kamerasi (TiS55, Fluke) kullanilarak dinamik olarak
izlendi. Hazirlandi§ 1 sekliyle SH/DOX@hidrojelin in vitro performansi, ayni
NIR lazeri ile 10 dakika sireyle strekli 1sinlama yoluyla analiz edildi. Sicakhk
deg isimi ve karsilik gelen termal gérintier, ayni kizilétesi gérintieme
kamerasi tarafindan izlendi.

NIR Isik KontrolliDOX I n Vitro Sirimii Kuvars kivete 1 mililitre SH/DOX/
agaroz karisimi eklendi. Ardindan, bélim 2.2'de agiklanan jelatinlestirme
teknig iyle yerinde kivetin dibinde SH/DOX olusturuldu. SH/DOX@hidrojel
olusumu zerine kuvars tipe 1 mL DI su ilave edildi. Ardindan, SH/
DOX@hidrojel belirlenmis bir sire boyunca NIR lazer isinlamasina (808 nm,
2 W cm-2) tabi tutuldu ve bu sirada salinan DOX, floresan spektroskopisi
kullanilarak 6l Udi Spesifik olarak, periyodik lazer 1simasi 50 dakika boyunca
5 dakika maruz kalma (ACIK) ve ardindan 5 dakika herhangi bir aydinlatma
olmadan (KAPALI) gerg eklestirildi. Her 5 dakikada bir, salim ortamindan 200
uL érnek alindi ve esded er hacimde taze ortam ile dolduruldu. Serbest
birakilan DOX, bir mikroplaka okuyucu (uyarma, 485 nm; emisyon, 525 nm;
SPARK 10M, TECAN) kullanilarak bir konsantrasyon-floresan standart
eg risine gore hesaplandi. SH/DOX@hidrojelin sicaklik yikselmesi, bir
kizilétesi termal gérintdeme kamerasi kullanilarak sirekli olarak kaydedildi.

Bozulma Davranisi. SH/DOX®@hidrojelin sisme davranisi ve ag irlik kaybi,
kuru SH/DOX@hidrojelin 37 veya 60 °C'de PBS'ye (pH 7.4 veya 5.0)
daldirimasiyla incelenmistir. Sismis hidrojellerin ag irlig 1 zamanla izlendi.
Daha sonra hidrojelin sisme orani, hidratli hidrojelin ag irhig inin kuru
hidrojelin ag 1rhg ina bélinmesiyle hesaplanmistir. Kilo kaybini belirlemek
icin,
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hidrojel 6nceden belirlenen zamanda toplandi ve ardindan dondurularak
kurutuldu. Ag irlik kaybi, dondurularak kurutulmus hidrojelin ag irig inin
hidrojelin baslangig taki kuru ag irhg iyla karsilastiriimasiyla 6l¢ Ud

In Vitro Hitresel Am. DOX'un hicresel alim etkinlig i, akis sitometrisi ve
konfokal lazer tarama mikroskobu (CLSM) kullanilarak analiz edildi. HeLa
veya 4T1 hicreleri, oyuk bagina 1 x 105 hicre yod unlug unda 12 oyuklu
plakalarda kdtirlendi . On iki saat sonra, hitreler 100 uL SH/DOX@hidrojel
ile inkibe edildi ve daha sonra 5 dakika boyunca NIR lazer isimasina (808
nm, 2 W- cm-2 ) tabi tutuldu. 0.5 veya 2 saat daha inkibasyondan sonra
hicreler, 20 dakika streyle %4 paraformaldehit ile sabitlendi. Hitre zarinin
gegirgenlig ini arttirmak icin hicreler, 5 dakika boyunca Triton X-100 (1 x
PBS icinde %0.1, v/v) ile muamele edildi. Daha sonra, hicreleri 30 dakika
bloke etmek igin 400 uL BSA (1 x PBS iginde %1, w/v) kullanildi. Floresan
boyama igin hicreler, sirasiyla filamentli aktin (F-aktin) ve ¢ ekirdekleri
boyamak i¢in 1 saat Alexa Fluor 633 phalloidin (20 nM) ve 5 dakika DAPI (1
pg mL-1) ile muamele edildi, ardindan konfokal mikroskopi gérintdeme
(LSM 800, Carl Zeiss, Almanya).

DOX'un hikresel alimi, akis sitometrisi kullanilarak ayrica arastiriidi.

Kisaca, genisletilmis 471 veya HelLa hitreleri, 100 uL SH/DOX®@hidrojel ile
islendi ve 5 dakika boyunca NIR lazer isinlamasina (808 nm, 2 W cm-2 ) tabi
tutuldu. 0.5 veya 2 saat daha inkibasyondan sonra, hicreler tripsinize edildi,
santrifjlendi ve 1x PBS iginde yeniden sispanse edildi. DOX'un tek tek
hicrelerden floresan emisyonunun yog unlug u, bir akis sitometresi
(NovoCyte, ACEA Biosciences, ABD) kullanilarak kaydedildi ve elde edilen
veriler, FlowJo v10 kullanilarak analiz edildi.

I nVitro Biyouyumluluk ve Hemouyumluluk. SH ve SH / DOX'un
biyouyumlulug unu deg erlendirmek i¢in L929 fibroblastlari veya insan
g6bek damari endotel hicreleri (HUVEC'ler), gece boyunca 96 oyuklu
plakalarda (oyuk basina 1 x 104) kdtirlendi. Ortam daha sonra SH (0.0625,
0.125, 0.25, 0.5, 1, 2 mg mL-1) veya 50 pL SH@hidrojel (0.0625, 0.125, 0.25,
0.5, 1,2mg mL-1) iceren 200 L taze kitir ortami ile deg istirildi -1). 24
saat daha kitirlendikten sonra, SH veya SH@hidrojel igeren eski ortam
atildi ve hicreler, 1 x PBS ile iyice durulandi. Daha sonra her bir kuyucug a
0,5 mg mL-1 MTT ajani igeren 200 pL solisyon eklendi. 4 saatlik
inkibasyondan sonra sipernatan ¢ikarildi ve her bir oyug a 200 uL DMSO
ilave edildi. Her kuyucug un optik yog unlug u (OD), bir mikroplaka
okuyucusunda (SPARK 10M, TECAN) 490 ve 630 nm'de belirlendi. Her
oyuktaki hitre canlihg 1, asag 1daki denkleme gore hesaplandi:

OD43pRed, i QD 8rned i3onm
OD fgntroluOD kontrolds,,

hicre canlihg 1 (%) =

M

SH ve SH@hidrojellerin hemouyumlulug unu deg erlendirmek igin bir
hemoliz deneyi yapildi. Eritrositler nce tam fare kanindan 3000 rpm'de 5
dakika santrifijleme ile izole edildi ve PBS ile daha da saflastirildi. Daha
sonra 0,5 mL eritrosit (%4, v/v), ¢esitli konsantrasyonlarda (0,0625, 0,125,
0,25,0,5, 1 ve 2mg mL-1) 1 x PBS icinde dag 1lmis 0,5 mL SH ile karistirild.

DI suve 1 x PBS iginde inkibe edilen eritrositler, sirasiyla pozitif ve negatif
kontroller olarak ¢alisti. 37 °C'de 4 saatlik inkibasyonun ardindan karigim,
10 000 rpm'de 10 dakika santrifglendi. Sipernatan daha sonra toplandi ve
ardindan 570 nm'de optik absorbans yod unlug u 6l¢ ddid Hemoliz orani
asag 1daki denkleme gore hesaplandi:

han ey ADS negatif
. _ as1 5rmeg |
hemoliz (%) e
karin - ke Kaslari negatif (2)

kasi pozitif

Abssample , Abspozitif ve Absnegatif , sirasiyla numunenin, pozitif kontrolin
ve negatif kontrolin optik absorbansidir.

I n Vitro Sitotoksisite. 4T1 murin meme karsinomu hicreleri ve HelLa
insan epitelioid serviks karsinomu hicreleri, in vitro sitotoksisite ¢alismasi
icin secildi. SH/DOX@hidrojelin lokalize 1sikla indiklenen toksisitesini
arastirmak i¢in, 50 L SH@hidrojel ve 50 yL SH/DOX@hidrojel, 6nce daha
once belirtilenlere dayali olarak 96 oyuklu bir hitre kitiriiplakasinda
hazirlandi. jelatinlestirme yaklagimi. 4T1 veya Hela hicreleri (oyuk basina 1
x 105 hicre) ekilmistir.
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Sekil 2. (a) Cesitli konsantrasyonlarda SH ¢ 6zeltilerinin Vis-NIR spektrumlari; (b) SH konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak 808 nm'de SH ¢ 6zeltilerinin
absorbans yogd unlug unun uydurma eg risi; (c) 10 dakika boyunca NIR lazer (808 nm, 2 W cm-2 ) isinlamasi altinda SH ¢ 6zeltilerinin sicaklik ytkselmesi ;
(d) 0 10 dakika boyunca NIR lazer isinlamasindan sonra SH ¢ dzeltileri iceren kivetlerin kizilétesi termografik haritalari; (e) periyodik lazer i1simasi

altinda bir SH ¢ 6zeltisinin (2 mg mL-1) sicaklik deg isimi (lazer agik: her dénguigin 10 dakika); ve (f) bir SH ¢ 6zeltisinin (1 mg mL-1) vis

dort donguigin lazer isinimindan 6nce ve sonra.

NIR spektrumu,

12 oyuklu bir plakaya ve 24 saat kdtirlendi. Daha sonra, hazirlanan
hidrojel veya serbest DOX (25 pg), 4T1 veya Hela hicreleriile yikklenen
oyuklara aktarildi. Fonksiyonel ile kapli hitreler

hidrojel ¢ esitli islemlere tabi tutuldu (grup 1: tedavi yok; grup 2: lazer
ac1k; grup 3: SH@hidrojel; grup 4: SH@hidrojel arti lazer; grup 5: DOX;
grup 6: DOX arti lazer; grup 7: SH/DOX@hidrojel; grup 8: SH/DOX@hidrojel
arti lazer), ardindan 4 saat daha inkibasyon. Grup 2, 4, 6 ve 8'de 5 dakika
NIR lazer isinlamasi yapildi. Daha sonra jel ¢ ikarildi ve hicreler 1x PBS ile
nazikge yikandi.

Canli/6liyasayabilirlik/sitotoksisite kitiyle floresan boyamadan sonra,
hicreler bir floresan mikroskobu (IX73, Olympus, Japonya) kullanilarak
g6zlendi. Hicre canlihg 1, bir MTT canlilik tahlili kullanilarak hesaplandi.
I Ik olarak, 96 oyuklu bir plaka i¢inde kdtirlenen hicreler (oyuk basina 1
x 104 hitre) ayni islemlere tabi tutuldu. Daha sonra eski besiyeri,
DMEM'de 200 pL MTT solisyonu (0.5 mg-mL-1) ile deg istirildi. 4 saat
sonra, sipernatan aspire edildi ve her oyud a 200 uL DMSO ilave edildi.
Kdtir, 490 ve 630 nm'de bir mikroplaka okuyucu (SPARK 10 M, TECAN)
kullanilarak optik absorbans kaydedilmeden énce 15 dakika hafif¢ce
¢alkalandi. Hitre canlilig 1, eq 1'e gére belirlendi.

Apoptoz Tahlili. Hiperterminin neden oldug u 4T1 ve Hela hicrelerinin
apoptozisi, annexin V Alexa Fluor 488 ve PI iceren bir 6lUhicre apoptoz
kiti kullanilarak deg erlendirildi. I Ik olarak, hicreler 96 oyuklu bir plaka
icinde kitirlendi (oyuk basina 1 x 104 hicre). 12 saatlik kitirden sonra
hicreler, NIR lazer 1sinlamasi olsun ya da olmasin 1 x PBS ve SH@hidrojel
(200 uL, 1 mg mL-1) ile muamele edildi. 12 saat sonra hicreler, tripsinize
edildi ve 1 x PBS i¢erisinde yeniden sispanse edildi. Son olarak hicreler,
15 dakika boyunca Alexa Fluor 488 annexin V-FITC ve Pl ile birlikte boyandi.

akis sitometrisi analizinden énce tedarikginin protokoliniitakip ederek.

In Vivo Tim&r Modeli. BALB/c fareleri (5 haftalik, disi, her biri 18 20
g) Chengdu Dossy Deney Hayvanlari (Cin) tarafindan sag landi. Tim
hayvan calismalari, Southwest Universitesi Kurumsal Hayvan Bakim ve
Kullanim Komitesi (IACUC) tarafindan onaylandi ve

4269

Laboratuar Hayvanlarinin Bakimi ve Kullanimi igin Ulusal Kilavuza
uygunluk. I n vivo timér modelini olusturmak igin, 100 uL 1 x PBS icinde
sispanse edilmis 1 x 106 4T1 hitresi, izofluran ile anestezi uygulandiktan
sonra her BALB/c farenin arkasindaki yan bélgeye deri altindan asilandi.
Daha sonra tim fareler, timdr boyutu yaklasik 80-100 mm3'e ulasana
kadar bir hayvan tesisinde barindirildi . Tim&r boyutu, intratumoral
enjeksiyondangmaZagrasendaidydedildi ve ttmér hacmi, eq 3

tmoér hacmi (ttmor uzunlug u)(timor genislig if0,5 3)

burada uzunluk ve genislik sirasiyla ttmérin en uzun ve en kisa eksenlerini
temsil eder.

Vivo'da Timor Bastirma. Timor baskilama etkisini in vivo arastirmak
icin, tim fareler ¢esitli tedavilerle rastgele alti gruba ayrildi (her grupta
n =5): grup 1 (tuzlu su), grup 2 (DOX), grup 3 (SH@hidrojel), grup 4 (SH@
hidrojel arti NIR lazer 1ginlamasi), grup 5 (SH/DOX®@hidrojel) ve grup 6
(SH/DOX@hidrojel arti NIR lazer iginlamasi). Tim 4T1 timér tasiyan
farelere, 50 uL reaktif solisyonu intratiméral olarak enjekte edildi,
ardindan herhangi bir rahatsizlik olmaksizin 1 saat jelatinizasyon yapildi.
Timér bolgelerindeki fototermal tepkiyi arastirmak icin, farelere anestezi
uygulandi ve 150 saniye boyunca NIR lazer isinlamasina (808 nm, 2 W
cm-2 ) tabi tutuldu; bu sirada fare sicakliklarinin kizilétesi termografik
haritalari bir termal gérintdeme kamerasi (Ti55) kullanilarak alindi. ,
Sans). Antitimor etkisini arastirmak igin, grup 4 ve 6'daki fareler, timér
bélgesinde 10 dakikalik NIR lazer isinlamasina tabi tutuldu. Tedavilerden
sonra, her gin fare timor hacimleri ve vitut ag irliklari kaydedildi. 14.
gilnde farelere 6tenazi uygulandi ve timdrler ve ana organlar ¢ikarildi,
tartildi ve (¢ kez salin solisyonu ile yikandi. Bu dokular daha sonra %10
formalin ile sabitlendi, ardindan hematoksilen ve eozin (H&E) boyamasi
icin3 5 mm'lik bélimlere ayrildi. Timér apoptoz durumunu analiz
etmek i¢in, standart protokoltizleyen bir TUNEL tahlil kiti kullanarak
TUNEL (TdT aracili dUTP-X nick end etiketleme) boyamasi yaptik. Histolojik
kesitler patolojik olarak
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Sekil 3. SH/DOX®@hidrojelin karakterizasyonu. (a) NIR isikla etkinlestirilen termal yaniti ve ilag dag timini arastirmak icin kullanilan
kurulumun sematik gésterimi; (b) DOX igeren sipernatanin gorsel isik absorpsiyon spektrumlari; (c) periyodik NIR lazer isimasi
altinda fototermal olarak baslatilan sicaklik artigi ve DOX salimi (termografik gérintder, 5 dongide karsilik gelen sicaklik deg@ isimini
gbstermektedir); (d) lazer 1simasi olan veya olmayan DOX salim orani (n =4, *p < 0.05, iki grup arasinda); (e) artan git yog unlug u
altinda ON/OFF NIR lazer isinimi sirasindaki sicaklik deg isimi( 0 40dkicinTWem 2, 40 80dkicin2Wcm 2ve 80icin
3Wcem 2 120 dk); ve (f) farkh sicakliklarda SH/DOX@hidrojelin (%1 agaroz) salinimli kayma reolojisi (G' ve G").

bir floresan mikroskobu (Olympus, IX73, Japonya) kullanilarak incelendi. SH'nin temel bilesimi ile tutarli (Sekil S1c, D). SH'nin FT-IR
TUm&r biyimesini 6nleme (TGI) orani, asag 1daki formd spektrumu ayrica -OH, -COOH ve  CH gibi karakteristik
kullanilarak hesaplandi: kimyasal gruplarin varlig ini dog ruladi (Sekil $2). SH'nin X

TGI 09/ %100 WV 4) Isini kirimim (XRD)'mo.deIIeri, -26 "'C'de gl lubir (0 0 2,) kll’lr?lym. '

tepe noktasi sergiledi, bu da grafit karbonun - istiflendig ini

burada VC, salin grubundaki timér hacmini, VT ise gOsterir (Sekil S3).39 Cesitli konsantrasyonlarda SH sulu
tedavilerden sonraki timér hacmini belirtir. Potan5|yel inflamasyon djspersiyonlarinin vis NIR absorpsiyon spektrumlari Sekil 2a,
intratimoral olarak enjekte edilen SH/DOX@hidrojele b'de gésterilmektedir. 600 ve 900 nm arali§ inda genis bir
(her biri i¢in 50 pL) yanit, 1. gin, 3. gth ve 7. gth. Tam optik sog urma gézlendi, bu da SH'nin dikkate deg er

kan, sipernatandaki kan serumunu toplamak i¢in 10
dakika 3000 rpm'de santriflendi, ardindan bir TNF-a
ELISA Kiti kullanilarak TNF-a seviyesi belirlendi.

fototermal kapasitesini gdsterir. Bu belirgin optik absorpsiyon,
yakindaki elektron dondrleri (polihidroksillenmis aromatikler
ve fenoller gibi) ile elektron kabul eden orlar (kinon gibi)
arasindaki etkilesime atfedilebilir.40,41 Ayrica, 808 nm'deki

I statistiksel analiz. 1 statistiksel analiz, OriginPro yaziimi (OriginLab, optik absorbans yog unlug u artan SH konsantrasyonuyla
MA, ABD) kullanilarak tek yonlivaryans analizine (ANOVA) dayaniyordu. birlikte artti. , iyi sulu dag i1lmi gosterir.
Veriler ortalama * SD olarak gosterilmistir. 0,05'ten kig k bir p deg eri
(*p < 0,05, n = 4), karsilastirilan gruplar arasinda istatistiksel olarak SH'nin fototermal performansi, ¢ esitli konsantrasyonlarda
anlaml bir fark oldug unu gésterdi. (0,0.125, 0.25, 0.5, 1 ve 2 mg *mL-1) sulu SH dispersiyonlari

iceren kivetlerin bir NIR lazer (808 nm, 2 W cm-2)ile

SONUGLAR VE TARTISMA iIsinlanmasiyla deg erlendirildi. . Sicaklik yikselmesi, SH'nin 151k
SH'nin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu. Ticari sodyum enerjisini yiksek verimlilikle hizla termal enerjiye
humat, sirasiyla ¢ 6zinmeyen safsizliklari ve kig tk molekdleri donigtirebileceq ini gésteren, konsantrasyona ve isinlama
ortadan kaldirmak igin tekrarlayan santrifjleme ve diyaliz stresine bag I bir profil sergiledi (Sekil 2c ve Sekil 2c ve Sekil
yoluyla saflastirildi. Himik asidin sulu kosullarda ¢ ézinirlig 2c ve Sekil 2c ve Sekil 2c ve Sekil 2¢ ve Sekil 2¢ ve Sekil S4).
zayif oldug undan, bu ¢alismada ikame olarak sodyum humat Spesifik olarak, 1 mg mL-1 konsantrasyonundaki SH
(SH) secilmistir. Dondurarak kurutma isleminden sonra soltsyonunun sicakhig 1, 10 dakikalik iginlama iginde 57,3 °C'ye
saflastirilmis siyah SH tozu, gézenekli bir morfoloji sergiledi yikseldi; bu, hitre i¢i proteinleri denatire etmek ve hitrelerdeki
ve DI su, 1x PBS veya DMEM ktlr ortami i¢inde kolayca yeniden dadgeriebikdinateryale zarar vermek igin yeterince ytksek bir
Alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FESEM), SH'nin termal soktur.42 Kizilétesi NIR lazer iginlamasi sirasinda
ince tabakalarla agisal blok dokusunu gdsterdi. gercek zamanl sicaklik deg isikliklerini izlemek i¢in SH
Benzer kristal kafes yapisi, sodyum humat arasindaki zayif ve solisyonlarinin termal gorintderi de yakalandi ve sonuglar
kararsiz etkilesimlere atfedilebilir. onceki verilerle tutarliydi (Sekil 2d). SH'nin fototermal verimi %65,6 olarak bult
su buharlagmasi sirasinda molekdler (Sekil S1a, B). Eneriji Qeellikle, SH'nin fototermal etkinlig i, altin nanokabuklar
dag ihmh X-isini spektroskopisi (EDX) element haritalamasi, C, (%13,0), 43 altin nanogubuklar (%21,0), 44 bakir sifit nano
N, O ve Na'nin varlig ini gosterdi. gibi en yaygin kullanilan PTT ajanlarindan daha yiksektir.
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Sekil 4. NIR lazer 1sinlamasi olan veya olmayan DOX'un hicresel alimi. (a) CLSM gorintdeme ve (b) 4T1 tim6r hicrelerinin gesitli kosullar altinda
SH/DOX@hidrojel ile inkibe edilmesinden sonra DOX'un hitresel aliminin akis sitometri analizi (6l¢ ek ¢ubuklari: 5 um).

partikiler (%16,3)45 ve molibden disUflr (%24,4) .46 SH'nin
fototermal stabilitesi, dort dongutekrarlanan NIR lazer isinlamasi
sonrasinda deg erlendirildi. Sekil 2e, f'de gdsterildig i gibi, her
dongildeki tepe sicakhg 1in varyansi ihmal edilebilir dizeydeydi ve
optik absorbans, SH'nin dikkate deg er fototermal stabilitesini
gobsteren lazer isinlamadan 6nce ve sonra ayni kaldi. Fototermal
kararlilik ve dénim verimlilig i, 1sik kaynakh PTT'ye yonelik
uygulamalar igin bir PTA olarak SH'nin kritik 6zellikleridir.

SH/DOX@ hidrojelinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu. SH/
DOX@hidrojel, distk erime noktali agarozun SH ile yaklasik 60
°C'de karistirilmasi, ardindan belirli bir miktarda DOX eklenmesi
ve oda sicaklig ina hizli so§ utma ile hazirlandi. SH/DOX@hidrojel
yaklasik 40 °C'de yumusadi ve yaklasik 50 °C'de erimis hale geldi.
SH/DOX@hidrojel, dncug dzeltisine benzer sekilde siyah bir renk
sergiledi (Sekil S6). NIR 151§ 1yla etkinlestirilen termal yaniti ve ilag
dag iumini arastirmaya yonelik cihaz kurulumu, Sekil 3a'da
gosterilmektedir. 4 mL'lik bir kivete bir mililitre sivi hidrojel ilave
edildi ve daha sonra katilasan jel, kivetin dibinde olustu. Daha
sonra kivet, 50 dakika boyunca sirekli olarak NIR lazer isinimina
(808 nm, 2 W cm-2 ) maruz birakildi . Serbest kalan DOX, her bir
kivette sipernatanin floresans spektrumu kullanilarak él¢ ddu Sekil
3b'de gosterildig i gibi,

flioresan emisyon yog unlug u, 1sinlama siresi ile pozitif olarak
iliskiliydi ve bu, NIR lazer isinlamasi altinda strekli ilag salimina

isaret ediyordu. NIR ile tetiklenen ilag salim davranigini ve termal
tepkiyi daha fazla deg erlendirmek i¢in SH/DOX®@hidrojeli 5
dakikalik araliklarla bir NIR lazere maruz biraktik. SH/DOX@hidrojelin
sicakhg inin, SH'nin yiksek fototermal dénisim verimlilig ine
atfedilen 5 dakikalik lazer isinlamasi (808 nm, 2 W cm-2 ) icinde

hizla yaklasik 50 °C'ye yikseldig ini g6zlemledik (Sekil 3c).).

Sicaklik deg isimi, hidrojelin ¢esitli lazer gittiyog unluklari (1, 2 ve
3 W cm-2) altinda periyodik olarak isinlanmasiyla da izlendi . SH/
DOX®@hidrojelin fototermal stabilitesini gdsteren, herhangi bir 6zel
lazer gi yog unlug u altinda dort déngulazer igimasi sirasinda

¢ ok kit ik bir tepe sicaklik deg isimi gozlemlendi. Artan lazer git
yog unlug u ile artan tepe sicaklig 1, lazer igimasinin gicint
ayarlayarak foto termal etkiyi kontrol etmek igin ¢ekici bir
potansiyel anlamina gelir (Sekil 3e). Ayrica ilag salimi, NIR 151§ 1
olmayan benzer kosullara kiyasla isinlama altinda énemli 6l¢ (de
hizlandi (Sekil 3¢, Sekil S7). Spesifik olarak, ardisik dért ACIK/KAPALI
NIR i1sik 1sinlama dongisisirasinda ilag salim orani (rON ve rOFF,
pg min-1 olarak raporlanmistir ) Sekil 3d'de hesaplanmistir.

Tim 1sinlama déngderi i¢in rON, rOFF'tan ¢ok daha yiksekti ; bu,
NIR 1519 1nin etkili bir sekilde hizliilag salimini indikledi§ ini gosterir.
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Sekil 5. In vitro biyouyumluluk ve sitotoksisite deneyleri. (a) Cesitli tedavilerden sonra Calcein AM ve Pl ile birlikte boyanmis 4T1 hicrelerinin floresan
mikroskopi gérintderi (sari kesikli ¢izgi hidrojel tarafindan kaplanan alani temsil eder, &l¢ek ¢ubuklari: 100 ym); 24 saat boyunca (b) SH veya (c)
SH@hidrojel (50 uL) ile muameleden sonra HUVEC'lerin ve L929 hitrelerinin yasayabilirlig i; ve (d) 4T1 veya HeLa hitrelerinin uygulanabilir oldug u
durumlarda 5 dakika NIR lazer isinlamasina tabi SH@ hidrojel (50 pL), serbest DOX (25 pg) veya SH/DOX@hidrojel (50 L) ile tedaviden sonra

yasayabilirli§ i (n =4, **p <0.01 ve *p < 0.05 iki grup arasinda).

SH/DOX®@hidrojelden. Daha dnceki lazer i1sinlama donguerinde
nispeten daha yiksek ila¢ salim orani, yizeye veya dis hidrojel
tabakasina yiklenen DOX'un ¢ 6zinmesine bag lanabilir.
Bununla birlikte, hidrojelin igcinden ilag salimi, daha sonraki
isinlama déngderi sirasinda 6nemli élc (de yavasladi. Ge
yandan, hidrojel, lazer isimasini kapattiktan sonra hizla
jelatinlesti ve bdylece verimli salim ilerlemesini engelledi.
Ayrica, pH 7.4 ve 5.0'da SH/ DOX@hidrojelden ila¢ salimi 37 °C
ve 60 °C'de arastirilmistir (Sekil $8). 1 lag¢ saliminin genellikle
daha asidik ortamda veya fizyolojik durumun zerindeki daha
yiksek sicaklikta (~60 °C) daha hizli oldug unu bulduk, bunun
nedeni DOX'un daha distk pH kosullarinda ¢6zinirlig tnin
artmasi ve hipertermi sirasinda hidrojel hidrolizi ve yumusamasi
olabilir.

I la¢ saliminin altinda yatan mekanizmayi daha fazla
aydinlatmak i¢in, kapsidlenmis SH ve DOX miktarinin ve agaroz
konsantrasyonunun jel olusumu zerindeki etkisini arastirdik
(Sekil S9). Kimuatif ilag saliminin, hidrojelde yikluSH ve DOX
miktar! ile pozitif korelasyon gésterdi§ i bulundu. 1 n vitro
konsantrasyona bag I fototermal performansin 6nerdig i gibi
(Sekil 2a-d), daha yiksek SH yikleme konsantrasyonu hidrojel
icinde daha gt lUfototermal donigime katkida bulundu ve bu
da daha hizliilag salimina olanak sag ladi (Sekil S9b). Ayrica,
hidrojelde daha yiksek agaroz konsantrasyonlarina (6rn. %2)
sahip gruplarda daha disik ilag salimi gozlendi. Tahmin ettik ki
bir
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agaroz igerig inin daha yiksek orani, daha yog un bir sekilde
¢apraz bag li bir ag ile sonuglanmis, boylece lazer 1simasi

altinda polimer matrisinin hidrolizini ve bozunmasini engellemistir.

Bu nedenle, son derece kompakt polimerik matris icinde daha
fazla DOX tutulabilir ve bu, yalnizca tersinir fiziksel ¢apraz

bag lari bozmak igin fototermal etkinin arttiriimasiyla
hafifletilebilir. %1 agarozdan hazirlanan SH/DOX@hidrojelin
1stya duyarli davranisini incelemek i¢in depolama modiindeki
(G") ve kayip modudindeki (G") varyasyon 30 ila 60 °C sicaklik
arali§ inda analiz edildi (Sekil 3f) ). Hem G' hem de G"

deg erleri artan sicaklikla birlikte azaldi ve bu, 1sitma iglemi
sirasinda zayiflamis kovalent olmayan etkilesimler nedeniyle
¢apraz bag lanma yog unlug unun tipik bir sekilde azaldig ni
gOsteriyor. G' ve G" eg rileri yaklasik 60 °C sicaklikta kesismistir,
bu da jel-sol gegisinin baslama sicakhg ni (%1 agaroz) gdsterir.
Ayrica, %0,5 agaroz ile hazirlanan SH/DOX@hidrojel i¢in G"nin
G"den ¢ok daha ytksek oldug u bulundu, bu da jelin mutlak
sivi durumunu gdsterir. Ayni sicaklik aralig indaki %2 agaroz
hidrojel icin, G", jelatinlesmeden sonra tipik bir kati durumu
gosteren, G"den daha dik bir biyiklk sirasiydi (Sekil S10). Bu
nedenle, sonraki intratimdral enjeksiyon ve sirekli ilag salimi
¢ahsmalarii¢in hidrojel hazirlama igin en uygun konsantrasyon
olarak %1 agaroz tarandi. Hidrojel parcalanabilirlig i, PBS'de
(pH 7.4 veya 5.0) SH/DOX@hidrojelin sisme davranisina ve

ag irlik kaybina dayali olarak deg@ erlendirildi. Gelistirilmis
hidrojel sismesi
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Sekil 6. SH/DOX@hidrojelin in vivo antitimor etkisi. (a) termografik gorintdeme (kesikli daireler, kati ttmor bolgesini belirtir) ve (b) lazer
isimasi altinda farelerin karsilik gelen sicaklik deg isimi; (c) ¢ esitli tedavilerden sonra zaman iginde fare vicut ag irhg inin deg isimi; (d)
cesitli tedavilerden sonraki 14. ginde eksize edilen timorlerin gérintderi; (e) normallestirilmis ttim6r hacminin zamanla deg isimi (n =5, **p
<0.01, iki grup arasinda); (f) ¢ esitli tedavilerden sonra 14. ginde eksize edilen timorlerin ortalama ag irhig 1 (SH/DOX@ hidrojel + lazer grubu
ve dig er herhangi bir grup arasinda n =5, *p < 0.05); ve ¢esitli tedavilerden sonra 14. ginde (g) H&E boyama ve (h) TUNEL boyama ile eksize
edilen timdrlerin histopatolojik analizi (6l¢ek ¢ ubuklari: 200 pm).

daha yiksek inkibasyon sicakhg inda (60 °C) g6zlendi, bu da molekd ilaglar, daha dnce bildirildig i gibi.47,48 Akis
ag irhk kaybiyla kanitlandig 1 gibi daha hizh hidrojel sitometrisi sonuglari, 1sinlanmis gruplarin daha yiksek hicre
bozulmasina neden oldu (Sekil S11). Lokal hiperterminin ici yesil flioresan yod unlug unu gdsteren CLSM gdzlemleriyle
ester bag lanti bag lanti segmenti, oligomerler ve de tutarhydi (Sekil 4b). HeLa hicreleri kullanilarak da benzer
monomerlerin hidrolizini hizlandirdig ini tahmin ettik. bulgular elde edildi (Sekil S12).
Bununla birlikte, hidrojel sismesi ve ag irlik kaybi, pH SH/DOX@hidrojelin in Vitro Sitotoksisitesi.
kosulunun deg isimine duyarsiz bulunmustur. Malzeme biyouyumlulug u, biyomedikal uygulamalar igin
DOX'un In Vitro Hicresel Aimi. SH/DOX@hidrojelden bir 6n kosuldur. SH ve SH@hidrojelin biyouyumlulug unu
salinan DOX'un hicre i¢i aimini arastirmak i¢in 4T1 hicre deg erlendirmek i¢in L929 fibroblastlari ve HUVEC'ler dahil
hatti kullanildi (Sekil 4). DOX'un yesil flioresansini izleyerek olmak (zere normal somatik hicreler kullandik. 24 saat
i¢sellestirilmis ilaci deg erlendirmek i¢in CLSM ve akis tedavi edilen hicreler, bir MTT tahlili ile deg erlendirildi. Hem
sitometrisi eszamanli olarak gergeklestirildi. DOX'un SH hem de SH@hidrojel i¢in reaktif konsantrasyonu 2 mg
floresans sinyal yod unlug u, lazer isinlamadan bag imsiz mL-1 kadar yiksek oldug unda bile hicre canhhg 1 %90'in
olarak inkibasyon siresi 0,5'ten 2 saate yikseldig inde daha (zerinde tutuldu, bu da bu hicre hatlariyla iyi
da gl lendi, bu da tipik bir zamana bag It hicre alim davranisini gdstgsiyjyurmluluklarinin géstergesidir (Sekil 5b, c). SH/
Daha da dnemlisi, Isinlanmamis kontrol gruplarina kiyasla DOX@hidrojel kullanilarak fototermal hicre ablasyon etkisini
NIR lazer isinlamasina maruz kalan gruplarda DOX'un daha arastirmak i¢in, islenmis 4T1 hicreleri PI ve Calcein AM ile
gt lUbir floresan yod unlug u goézlendi (Sekil 4a). Sonuglar, birlikte boyandi. Yesil floresan canl hicreleri gdsterirken,
lazerle indiklenen hiperterminin hidrojelden ilag salinimini kirmizi floresan dluhicreleri gosterdi (Sekil 5a). Tedavi
hizlandirdi§ ini ve bdylece kitir ortaminda DOX'un edilmeyen kontrol, NIR lazer isimasi, SH@hidrojel (lazer
iyilestirilmis biyoyararlanimi altinda hicresel ahmi arttirdig ini kapali) ve SH/DOX@ hidrojel (lazer kapali) gruplarinda
gosterdi. Aslinda, tek basina hafif lokal hipertermi de DOX yalnizca yesil bir flioresan sinyali gdzlendi ve bu doért grupta

veya di§ er kit (k maddelerin hitresel alimina katkida bulunabilir. ihmal edilebilir hitre dlimine isaret etti. Czellikle, NIR lazer isimasina maruz
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PI kanalinda gi lGbir kirmizi floresan sinyali ile gésterildig i gibi
etkili ttmor ablasyonu. Ayrica, SH/DOX@hidrojel ile tedavi edilen
hicrelerin kirmizi floresansi, hipertermi altinda hidrojelden salinan
DOX'un kemotoksisitesinden kaynaklanan NIR lazer aydinlatmasi
olmayan alana 6nemli 6l¢ ide genisledi. Ayni kosullar altinda tedavi
edilen Hela hitrelerinde de benzer sonuglar bulundu (Sekil S13).

SH/DOX@hidrojelin HeLa veya 4T1 hicreleri (zerindeki sitotoksisitesi,
bir MTT tahlili (Sekil 5d) kullanilarak ayrica analiz edildi.

Kor kontrol, lazer isimasi ve SH@hidrojel gruplarinda (lazer kapali)
gozle gordir bir toksisite yoktu. Kemo terapdtik ilacin toksisite
etkisine atfedilen SH/DOX@hidrojel (lazer kapal) ve serbest DOX
gruplarinda hafif toksisite gézlendi. Dikkate deg er bir kontrast
olarak, daha dnce belirtilen floresan mikroskobu gézlemleriyle
uyumlu olan, NIR lazer 1simasi altinda SH®@ hidrojel grubunda
6nemli bir foto termal timodr ablasyon etkisi gézlendi. Akis sitometrisi
analizi ayrica lokal hipertermi tarafindan indiklenen énemli hicre
apoptozu ortaya ¢ikardi (Sekil S14). Daha da 6nemlisi, SH/DOX@
hidrojel grubunda (lazer (zerinde) 4T1 ve HelLa hicrelerinin %80'inden
fazlasi yok edildi; bu, in vitro kombine kemo-fototermal terapétikler
altinda geligmis bir timér ablasyon etkisine isaret ediyor.

Kati Timorlerin Kemo-fototermal Tedavisi in Vivo. SH/DOX®@hidrojel
tarafindan in vitro olarak gdsterilen biyouyumluluk ve antitimér
aktivite ile cesaretlendirilerek, subkutan 4T1 timor tasiyan BALB/c
fareleri kullanarak bunun fototerapétik etkisini in vivo olarak daha
da arastirdik. SH/DOX@hidrojelin timor bélgesi (zerindeki foto
termal etkisi, ilk olarak bir termal gérintieme kamerasi kullanilarak
termografik gorintdeme ile incelenmistir. Salinle tedavi edilen timor
bolgesindeki lokal sicaklik, 150 s lazer 1sinimina tabi tutuldug unda
hafifce 33.8 °C'ye yikseldi (Sekil 6a, b). Buna karsilik, ayni kosullar
altinda SH@hidrojel ve SH/DOX@hidrojel gruplarinda sirasiyla 53,5
ve 56,3 °C'ye kadar dramatik bir sicaklik artisi gézlendi. Bu sonuglar,
SH/DOX@hidrojelin emilen NIR isik enerjisini in vivo olarak yerel
hipertermiye verimli bir sekilde donistird (nligostermektedir. Her
gruptaki timor hacmindeki deg isiklik (Sekil 6e), tedaviden sonra
antitimor etkinlig ini ded erlendirmek i¢in 14 gin boyunca izlendi.
SH/DOX@hidrojel uygulanan ve 10 dakika boyunca NIR lazer
Isinimina tabi tutulan grupta, ttimér boyutu zamanla kademeli olarak
azaldi ve bu, kombine kemo-fototermal terapétikler altinda kayda
deg er timor inhibisyonuna isaret ediyor. 14 gin i¢inde ttm&r niksu
goridmedi ve TGI orani %97,5 gibi ytksek hesaplandi. Buna karsilik,
SH®@hidrojel aracili PTT ile tek bir tedavi modalitesi, daha zayif bir
antitimor etkisi ile sonuglandi. Timér biyime hizi, salin kontroliveya
1Isinlanmamis SH@hidrojel gruplarindakinden ¢ ok daha disik
olmasina rag men, PTT sirasinda timor boyutu istikrarli bir sekilde
artti. Baska bir deyisle, sonuglar DOX aracili kemoterapinin kombine
antitimor tedavisinde kritik bir rol oynadig ini gosterdi. Bununla
birlikte, serbest DOX'un intratumoral enjeksiyonu, dolasim sistemi
yoluyla hizliilag klirensine bag I olabilecek ¢ ok sinirli bir timér
baskilama etkisi sergiledi. Ayrica, fototermal aktivasyon olmadan
SH/DOX@hidrojelden spontan ilag difizyonu, timor bolgesinde
DOX'un yeterli biyoyararlanimini sag lamadi ve serbest DOX
uygulamasindan daha digik antitimor etkinlig i gosterdi.

Genel olarak, bu karsilastirmali ¢alismalar, NIR lazer isinlamasinin
strekli salimini etkili bir sekilde kontrol edebileceg ini gdstermektedir.
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SH yikluhidrojellerden kemoterapétikler. Serbest ilag larin yerel
olarak verilmesiyle karsilastirildi§ inda bu yéntem, in vivo olarak
timoral dokularda antineoplastik etkinlig i artirmak i¢in avantajli bir
stratejiyi temsil eder.

14. ginde, daha fazla analiz icin 6tenazi uygulanan farelerden
timorler ¢ikarildi (Sekil 6d). SH/DOX@hidrojel grubunda lazer
Isimasina maruz kalan ortalama timoér ag irlig 1 tim gruplar arasinda
en digikti(Sekil 6f), bu da ttimdr hacmi sonuglariyla tutarhydi (Sekil
6e). TUmOr kesitleri, tedavi etkilerini doku dizeyinde incelemek i¢in
H&E ve TUNEL boyama ile islendi (Sekil 6g, h). Lazer tedavisi
uygulanmayan gruplarda timor kesitlerinde hitre nekrozu veya
apoptoz gézlenmedi ve hicrelerin timuayirt edilebilir hicre zarlarini
ve nikleer yapilari korudu. Buna karsilik, NIR lazer 1simasi altinda
SH® hidrojel ve SH/DOX@ hidrojel gruplarinda fibroz ile birlikte
timor hicresi denatirasyonu ve nekroz dizeyi 6nemli 6l¢ (de artti.
Grellikle, lazer 1simasi altinda SH/DOX@hidrojel grubunda ciddi
timor hicresi tahribatina isaret eden belirgin karyoreksis, piknoz ve
karyoliz meydana geldi.

Histolojik analiz, SH/DOX®@hidro jelin aracilik ettig i kombine kemo
fototermal tedaviler altinda olag anistiitimér yok etme etkisine dair

daha fazla kanit sag ladi.

SH/DOX@hidrojelin in vivo sistemik toksisitesi, hemouyumluluk
analizi, fare vicut ag irhig inin izlenmesi ve ana organlarin
histopatolojik analizi ile deg erlendirildi. Hemokompatibilite testi,
SH, SH@ hidrojel veya SH/DOX@hidrojel ile inkibasyondan sonra
eritrositlerin minimum hemolizini gésterdi (hepsi %5'in altinda
hemolitik ylzdeler), bu terapétik hidrojelin uygulanmasinin ciddi
hemoliz veya kan pihtilasmasina neden olmayacag ini digihdirir.
tedavi (Sekil S15). Sekil 6¢'de gosterildig i gibi, uygulanan terapotik
dozaj altinda SH/DOX@ hidrojel ile tedavi edilen farelerde belirgin
bir vicut ag 1rhg 1 kaybi olmamistir. Ayrica, enjeksiyondan sonraki
14. ginde tim gruplarda kalp, karacig er, dalak, akcig er ve bobrek
gibi ana organlarda gozlemlenebilir patolojik anormallikler veya
lezyonlar bulunamadi (Sekil 7). Cesitli tedavilerden sonra farelerden
toplanan taze kan (zerinde rutin hematoloji incelemesi yapildi (Sekil
S16). Veriler, listelenen hematolojik 6zellikler agisindan 6nemsiz
farkliliklar gosterdi.

Heart

SH/DOX@hydrogel

Liver Spleen ~ Lung

Kidney
SR

DOX

SH/DOX@hydrogel
+Laser

Sekil 7. 14. ginde H&E boyamasiyla ana organlarin histolojik
analizi (6l¢ ek cubuklari: 200 pm).
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genellikle sag likli farelerin referans araliklari icinde olan, tedavi
edilen ve kontrol gruplari arasindaki parametreler. SH/
DOX@hidrojel tarafindan indkklenen potansiyel imminojenisiteyi
daha fazla deg erlendirmek igin, fare periferik kanindaki TNF-a
seviyesi bir ELISA tahlili (Sekil S17) kullanilarak belirlendi. TNF-a
seviyesi, kontrol grubuyla karsilastirildig inda timor igi
uygulamadan sonra fare modelinde 7 gin icinde dnemsiz bir
deg isiklik gosterdi ve SH/DOX@hidrojel nedeniyle ihmal
edilebilir imminojenisite gdsterdi. Bu sonuglar, SH/DOX@hidrojel
aracili timdr tedavisinin normal dokularda minimum sistemik
toksisiteye veya olumsuz yan etkilere neden oldug unu gosterdi.

Bu ¢alismada, dog al himik asit tuzu (SH) ile birlestirilmis
dsk erime noktall agarozdan terapdtik bir hidrojel sentezlendi.
Himik maddeler, canli organizmalarin ¢ rimesi veya biyolojik
faaliyetleri sonucu ortaya ¢ikan ve insan vitudu igin gerekli
elementler olan C, H, O, N ve S atomlarindan olusan heterojen
karisimlardir. Kaynaklarina ve ekstraksiyon yéntemlerine bag li
olarak, himik maddelerin molekder ag irliklari, 1 nm ila y(zlerce
nanometre arasinda deg@ isen boyutlarda birkag yizden birkag
bine kadar deg isebilir.49 Ayarlanabilir boyut, farmakokinetik,
biyodag ilim ve timdr ici biyoyararlanimin kesin olarak
dizenlenmesini destekleyebilir. kanser tedavisindeki uygulamalar
icin.50 Daha da 6nemlisi, himik malzemelerin uygulanmasi, son
derece disk maliyetleri g6z 6nine alindi§ inda oldukga caziptir.
Deniz yosunundan elde edilen dog al bir polisakkarit olan
agaroz, sag lik uygulamalari i¢in kullanilan biyolojik olarak iyi
huylu bir yapisal bilesendir.

Bu nedenle, sentezlenen SH@hidrojel kompoziti, terapétikler
icin potansiyel olarak kullanilabilecek, biyolojik olarak uyumlu
ve strd(rdebilir fonksiyonel bir ilag tastyicisidir. Hidrojeller,
%100'e varan bir kapsudleme verimlilig ine sahiptir; bu nedenle
ilag yikleme kapasitesi sinirli deg ildir, bu da nanoterapétiklerin
kapsilenmesi i¢in bir avantajdir. Ayrica SH@hidrojelin termal
tepkisi, jel hazirlama sirasinda agarozun ag irlik orani

deg istirilerek ayarlanabilir ve ilag salim kineti§ inin uygun
sekilde dizenlenmesine olanak tanir.

SH@hidrojel, gecis noktasinin altindaki fizyolojik vicut
sicaklig inda timéral dokuya enjeksiyondan sonra jel durumuna
faz gegisine ug rar. SH@hidrojel bir NIR lazeri ile isinlandig indan,
SH'nin gix lifototermal donisim 6zellig i nedeniyle yerel
hipertermi olusur. Bu islem sirasinda, hidrojel isitilir ve daha
sonra ¢apraz bag I matrisin hidrolizi nedeniyle yumusar, bu da
hizli ilag salimiyla sonuglanir. Bu nedenle NIR lazer, ilag
salinimini hizlandirmak ve kemoterapiyi tesvik etmek i¢in bir
anahtar gorevi gorebilir. Daha da 6nemlisi, ilag salim hizi hem
ic hem de dis uyaranlari kontrol ederek ayarlanabilir. Lazer git
yogd unlug undaki veya isinlama siresindeki artis, ester
bag lantilarinin segmentlere, oligomerlere, monomerlere ve
nihayetinde karbon dioksit ve suya yod un hidrolizine yol
acabilir.51 Bu nedenle, islemden sonra hidrojelin bozunmasi
beklenir. Hidrojel genellikle kati bir tim&rin merkezine enjekte
edildig inden, ablasyon etkisi tim&rin icinden disina dog ru
meydana gelir ve bu da ¢evredeki normal dokularin istenmeyen
tahribatini dnemli 6l¢ ide en aza indirir. Serbest DOX veya SH@
hidrojel ile karsilastirildig inda, DOX yikluSH/DOX@hidrojel,
senkronize PTT ve NIR 151§ Iyla etkinlestirilen kemoterapi
etkilerine dayali olarak 4T1 kati ttmdrlere karsi artan timor yok
etme etkinlig i ile sonuglanir. Bu nedenle, biyolojik olarak
pargalanabilir ve dik toksisiteye sahip SH@hidrojel, cok modlu
timor tedavisi icin umut verici bir malzeme ve ucuz bir
platformdur.
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(retle, intratiméral olarak enjekte edilebilen dog al SH ve DOX
ile birlestirilmis enjekte edilebilir bir agaroz hidrojel gelistirdik.
Yiksek fototermal donisim verimlilig ine sahip SH, NIR lazer
Isimasi altinda bir agaroz hidrojelin faz gegisini indikleyerek,
kombine bir kemo-fototermal terapi i¢in kontrol edilebilir, 1sikla
tetiklenen ilac salimina ve lokal hipertermiye yol acabilir. I lag
salim hizi, malzeme 6&zellikleri (6rneg in, agaroz, SH ve DOX
konsantrasyonlari) ve dis uyaranlar (6rneg in, lazer gig

yog unlug u ve isinlama stresi) deg istirilerek kontrol edilebilir.
In vitro hitre arastirmalari, NIR lazerle indiklenen hiperterminin
DOX'un sirekli salinmasini kolaylastirdig ini ve béylece SH/
DOX@ hidrojelinden antitimor ilacin hicresel alimini arttirdig ini
gostermistir. 471 timor tasiyan farelere dayali hayvan ¢alismalari
ayrica, bu ilag yikluhidrojel sisteminin, ayni zamanda ana
organlara karsi iyi hemo-uyumluluk ve minimum sistemik
toksisite sergileyen, dikkate deg er timér inhibisyon etkisini in
vivo olarak gdstermistir. Genel olarak, bu enjekte edilebilir SH/
DOX dahil agaroz hidrojel, timérlerin lokal kemo-fototermal
tedavisini gergeklestirmek i¢in umut verici bir stratejiyi temsil
eder.
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