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Hiimik Asit-Gd Nanotas 1 yi « ,Hazi rlama Yéntemivel la¢Tas 1 nmasi nda Uygulanmasi

TEKNI K ALAN

Mevcut bulus , nano farmasétik mistahzarlari n teknik alani na aittir ve spesifik olarak bir himik asit ile ilgilidir.
asit-Gd nanotas 1 y1 ¢, bununign bir hazi rlama yoéntemive bununilagdag 1 tt mi nda bir uygulamasi .

ARKA PLAN

Sonyi llarda kanser, morbiditesi ve dldiricilig tnedeniyle insan hayati ni vesag Il g1 ni ciddis ekilde tehdit etmektedir. kars 1 tedavi
timérler ayri ca uzun vadeli kes if, gelis tirme ve aras ti rma deneyimlerine sahiptir. Geleneksel timér tedavisi yéntemlerinde cerrahi, radyoterapi ve kimyasal ilag
tedavisi vardi rve mevcut terapétik aradar gen terapisini, hedefli terapiyi, fototermal terapiyi, fotodinamik terapiyi, imminoterapiyi vb. Kimyasal iladarda rol alan kimyasal
iladar, kanla birlikte tim viicuttaki gog u organ ve dokuya dairesel olarak dag 1 labilir ve farkli etki mekanizmalari kullani larak timor hiicrelerinin gog almasi  inhibe
edilebilir veya timor hiicreleri dog rudan oldirdlebilir (6rneg in, DNA replikasyonunu ve transkripsiyonunu inhibe ederek) kimyasal iladar kullanarak, béylece timér hicresi
apoptozu tes vik edilir ve timor nikstinhibe edilir. Kimyasal tedavi yontemi, 6zellikle metastaz ed ilimi olan veya zaten metastaz meydana gelen timor hastalari nda kéti
huylu timérleri inhibe etmede bir etkiye sahip olsa da, kemoterapi tercih edilen bir tedavi rejimidir. Bununla birlikte, kimyasal tedavi ilaci  daha ytksek bir ilag
konsantrasyonu, zay filagsedicilig i uygular ve sistemik uygulama ve spesifik olarak timor bélgesini hedefleyemez, bu nedenle normal doku ve organlarda ciddi hasara

neden olabilen normal hiicrelerin fizyolojik is levini etkilemeden timor hicrelerini 6ldirmek zordur ve ilaca direngolus umu

kemoterapétik iladar da bunlari nuygulanmasi ni buyik 6lgide si ni rlar. Anti-timor ilaci ni n terapétik etkisini iyiles tirmek, anti-timoér ilaci ni- n neden oldug u
bir dizi yan etkiyi azaltmak, hastani nag ri si niazaltmak ve acilen yeni bir ilagcarama ihtiyaci .
tedavi yéntemi.

Nanoteknolojinin ilerlemesiyle, nano-ti p, mevcut kanserin dog asi nda var olan kusurlara bir ati I m haline gelebilir.
tedavi stratejileri. Geleneksel kemoterapi yontemiyle kars 1 las ti ri Idi § 1 nda, gekirdek olarak nano malzeme ali narak olus turulan nano ilagverme sistemi biytk
avantajlar gosterir: (1) refrakter ilaci n ¢dzinirlug Gartar, absorpsiyon tes vik edilir ve iyiles tirici etki iyiles tirilir; (2) bazi nano materyaller benzersiz boyut ve yizey
yapi si ozelliklerine sahiptir, béylece nano materyaller dog rudan veya dolayli olarak yiklenebilir veya paketlenebilir ve tekli veya goklu yani t verme kontroliserbest
bi raki It r, béylece
tedavi etkisi iyiles ir ve normal dokular veya hiicreler (zerindeki toksik ve yan etkiler azali r; ve (3) nano partikiiler ve ilagnano mistahzari haz rlamak ign birles tirildikten
sonra, nano mistahzar bir agregasyon fenomeni olus turabilir.
ilaci n hedeflenen tedavi kabiliyetini artti rmak ve ilaci n toksik ve yan etkilerini azaltmak ign in-vivo EPR etkisi yoluyla timérler gibi lezyon pozisyonlari ; (4) nano
ilagog unlukla kabuk tarafi ndan korunur, boylece ilaci n zarar gérmesi 6nlenebilir.
nikleaz ve benzerleri ile bozunarak ilagaktivitesinin azalmasi  6nlenir ve ilaci n stabilitesi iyiles tirilir; ve (5) ilaci n kandaki dongisiresi uzar ve mes endotel sisteminin
fagositozu azali r. bunlara gore
nanoparg@ci klari navantajlar , gidubir anti-kanser etkisi olan ama ayni  zamanda byt bir yan etkisi olan bir anti-kanser ilaci , Ustin performansa sahip bir nano
malzeme ile birles tirilir ki bu s Uphesiz iyi bir fikirdir. Bu arada, ok is levli nano tes his ve
ilagnaklini ve gérintliemeyi entegre eden tedavi ajani , ilagnaklinin gorselles tirilmesi ve lezyon éldirmenin gergek zamanli izlenmesiag si ndan biyik
bir potansiyel géstermektedir ve insanlarla giderek daha fazla ilgilenmektedir.

Sonyi llarda fototermal terapi (PTT) 6nemli bir kanser adjuvan tedavi yéntemi haline gelmis tir. PTT yaki nlas ma gerektirir
Ki z1 Iétesit s 1 ki si donls mlnanopar@ci k, yerel bir ortami nyaki nki zi I6tesit s 1 ki s 1 n mi alt ndaytkseksi cakli k Gretmesine
neden olarak kanser hikrelerinin geri doénis G olmayan hasar veya 6lim Uretmesine neden olur. Yaki nki z1 I6tesi1 s 1 k, daha derin doku penetrasyonu ve
daha dis Uk fototoksisiteye sahiptir ve ayni  zamanda, timér dokusundaki dis Uk oksijen nedeniyle PTT, lazer kontrolllitimor ablasyonuna ve oksijene bag 1 mh
olmama 6zellig ine sahiptir ve timorlerin tedavisinde 6zel avantajlara sahiptir. Ek olarak, timér gérintileme tarafi ndan yonlendirilen PTT nanoparaci klari
yalni zca timérin boyutunu ve konumunu dog ru bir s ekilde belirlemekle kalmaz, ayni  zamanda tedavi etkisini iyiles tirmek ign gok 6nemli olan timor bolgesinin
tedavi etkisini gergek zamanl  olarak izleyebilir.

Alti n nanopartikdiler, siyah fosfor nanomalzemeler, grafen ve dig er karbon gibi inorganik nanomalzemeler
nanomalzemeler mikemmel fototermal dénis Um kapasitesine sahiptir, ancak inorganik nanomalzemeler sulu bir ¢gozeltide dis ik @zinirlig e ve zayr f
dag 1 labilirlig e sahiptir ve biyoloji alani nda uygulandi § 1 ndazayi fbiyouyumluluk ve kolay topaklanma dezavantajlari na sahiptir ve in vivo olarak kolayca kan
damari t1 kanmasi na neden olabilir; PEI, lipozom, kitosan ve benzerleri, organik nano malzemenin iyi bir biyouyumlulug a sahip olmasi na, suda g@zinme derecesinde
nispeten iyi olmasi na, biytk partikiiler halinde aglomere edilmesi kolay olmamasi na, tek bir is levi olmasi na ve gorintileme kabiliyetine ve ari tma kabiliyetine sahip
olmamasi narag men.I norganik nano malzemeye daha iyi biyouyumluluk kazandi rmak igin, g u bilimsel arag ti rmali s ani inorganik nano malzemeyi organik

bir nano malzemeyle kaplar veya birles tirir.
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karmas 1 k bir kompozit nano malzeme olus turur, organik ve inorganik biles ik hazi rlama sirecinde karmas 1 kti rvegl s ti rn Imasi zahmetlidir, blyik lgekli
tretim kolaylas ti ri Imaz ve sentez sirecinde ilagkullani m orani  son derece dis Uktir.

Bu nedenle mevcut bulus , iyi biyouyumlulug a, sulu ortamda iyi dag 1 labilirlig e sahip olan bir nanotas 1 y1 a haz rlar.
¢©zUm ve uzun streli kararll I kve ayri ca manyetik rezonans gérintileme kabiliyeti ve fototermal terapi kabiliyetine sahiptir ve

tmor problemini daha iyi ggzmek ign bir nanoilagdag 1 t1 m sistemi olus turmak (zere bir anti-timér kemoterapétik ilact  yiklemek ign kullani It r
tedavi.

BULUS UN OZETI

Yukari daki teknik sorunu ggzmek ign mevcut bulus , bir hazi rlama yontemi olan bir himik asit-Gd nano-tas 1 y1 ¢ sag lar.
bunun ign ve bununilagdag 1 tt mi nda bir uygulamasi . Humik asit ve metal gadolinyum (Gd), bir nanoparcaci ktas 1 yi ¢ olus turmak (zere kompleks
haline getirilir ve bir anti-timér kemoterapi ilaci ile yiklenir, béylece nano-ilagverme sistemi kemoterapi, fototermal terapi ve benzerlerinin is levlerine sahiptir, bir ilag
verme sistemi olus turur timor mikrogevre yani ti - ve nikleer manyetik rezonans goérinttieme rehberlig inin kombine tedavisi igin ve timor tedavisi igin etkili bir gozim
haline gelecektir.

Mevcut bulus spesifik olarak as ag 1 daki teknik goziimlerle uygulanmaktadi r.

Mevcut bulug un birinciamaci , as ag 1 daki adi mlardan olus an bir himik asit-Gd nano-tag 1 yi ¢ hazi rlamak ign bir yontem sag lamakti r:

S1. Humik Asitin Saflas ti r Imasi ve Aktivasyonu

sodyum humati n bir inorganik asitle ggziimesi, ultrasonik is lem yapi Imasi , santrifijleme ve bir sipernatan ali nmasi ; kullanarak
bir diyalizat olarak bir inorganik asit, sipernatani diyaliz etmek ve ardi ndan kurutmak;

S2. Himik Asit-Gd Nanotas 1 y1 c lari ni n

Hazi rlanmasi Haz rlama yéntemias ag 1 dakiadi mlardan olus ur: bir Gd tuzu gdzeltisi hazi rlamak ign gziinebilir Gd tuzunu asidik bir gzlctignde
eritmek; ve himik asit-Gd nanotas 1 y1 c partikillerini elde etmek ign Gd tuzu solisyonunun adi m Sl'de is lenen sulu bir himik asit solUsyonu ile
kart s ti r Imasi ,kari s tt ri Imasi veodasi cakli g1 ndareaksiyona sokulmasi , diyalizlenmesive kurutulmasi .

Tercihen Si 'de inorganik asit, 0.01 M hidroklorik asit, nitrik asit veya stiftrik asittir.

Tercihen S2'de gozinir Gd tuzu Gd (NO3)3 veya GDCL3'tir.

Tercihen S2'de gozinir Gd tuzunun himik aside kitle orani  1:5-20'dir.

Tercihen S2'de asidik gdziict, pH''  3-5 olan bir hidroklorik asit gzeltisidir.

Mevcut bulus un ikinci bir amaci , yukari daki hazi rlama yoéntemiyle hazi rlanmi s bir himik asit-Gd nano-tag 1 yi ¢ sag lamakti r.

Mevcut bulus un Uginclibir amaci , yukari da tarif edilen himik asit-Gd nano-tas 1 y1 ¢ ni nilagdag 1 tt mi nda bir uygulamasi ni sag lamakti r.

Mevcut bulug un dérdinciibir amaci , nano-tas 1 yi ¢y venano-tas 1 yi c igndekaplanmi s bir kemoterapétik ilaci igeren, himik asit-Gd
nano-tas |y c yadayall bir mistahzar sag lamakti r.

Mevcut bulug un bes inci amaci , bir himik asit-Gd'ye dayali  bir preparasyonun bir hazi rlama yéntemini sag lamakti r.
nanotas | yI c ,as ag 1 dakiadi mlardan olus ur:

Hazi rlamayoéntemias ag 1 daki adi mlardan olus ur: bir Gd tuzu ¢ozeltisi hazi rlamak ign ¢dzinebilir Gd tuzunu asidik bir gzictiignde eritmek; ve
daha sonra Gd tuzu solisyonunun saflas ti rma ve aktivasyon is lemine tabi tutulmus sulu bir himik asit solisyonu ile kari s ti ri Imasi , ardi ndan kemoterapétik
birilaci neklenmesi, kari s tt ri Imasi veodasi cakli § 1 ndareaksiyonasokulmasi , diyalizve mistahzari n elde edilmesiign kurutulmasi .

Onceki teknik ile kars 1 lag tt ri Idi §1 nda, mevcut bulus as ag 1 dakifaydali etkilere sahiptir:

i Ik olarak, himik asit (HA) ve metal gadolinyum bir nanopartikil tas 1 yi c olus turmak zere kompleks haline getirilir, nano-tas 1 yi ¢ bir ortamda iyi bir s ekilde dag 1 I r.
sulu gdzelti, uzun sire stabildir, mikemmel biyouyumlulug a sahiptir ve ardi ndan bir anti-timor kemoterapiilaci yiklemek ign bir nanotas 1 yi1 ¢
kullani r, boylece nanoilagverme sistemi hem kemoterapi hem de fototermal terapi is levlerine sahiptir, kombine tedavi ign bir ilagverme sistemi olus turur timér
mikrogevre tepkisi ve nikleer manyetik rezonans gérintileme
rehberlik edecek ve timor tedavisi ign etkili bir gozim olacakti r.

Bulus basamag 1 ni n, geleneksel bir Cinti bbi biles eni himik asit ve
son derece basit bir hazi rli k yoluyla gérinttleme kabiliyeti, ilagytkleme kapasitesi, fototermal terapi 6zellig i ve pasif hedefleme kabiliyeti ile bir nano-tas 1 y1
hazi rlamak igin fizyolojik aktiviteye ve mikemmel biyouyumlulug a sahip metal gadolinyum

Yéntem, hazi rlama yoéntemi son derece basittir, as 1 1 modifikasyon ve modifikasyona gerek yoktur, biyik olgekli tretim elde edilebilir ve tedavi etkisi iyidir.

Gl ZI MLERI N KISA AGIKLAMASI

I NCI R.S ekil 1, Ornek I'de hazi rlanan birilagtas 1 yi ¢ ni nbir taramali elektron mikroskobu (A) ve DLS paraci k boyutu dag 1 i m diyagrami di r (B);

I NCI R.2, Ornek 1'de hazi rlanan nano-ilagpreparasyonunun farkli  pH kos ullari alti nda bir in vitro ilagsall m@li s masi di r;1 NCI R.S ekil

3, Ornek 1'de hazi rlananilagtas 1 yi c si ni nfarkli konsantrasyonlar ve farkli kos ullar alti nda bir fototermal etki analizidir.
yetkiler;

I NCI R.S ekil 4, Ornek I'de hazi rlananilagtas 1 y1 c st ni nfarkll konsantrasyonlarda bir manyetik rezonans gérintisid(r;

I NCI R.S ekil 5, Ornek 1'de kigik hicreli olmayan akcig er kanseri A549 ile birlikte inkibe edilerek hazi rlananilagtas 1 yi ¢ ni n biyouyumlulug unu géstermektedir.
farkli  konsantrasyonlarda hicreler;

I NCI R.S ekil 6, Ornek 1'de hazi rlananilagtag 1 yi ¢ ni n, kil hiicreli olmayan akcig er kanseri A549 hikcreleriile farkli si cakli klarda birlikte inkibe edildig ini géstermektedir.
konsantrasyonlar veilagtas 1 yi ¢ ni n A549 hikreleri (zerindeki fototermal terapi etkisini kes fetmek ign 808 nm lazerle1 s 1 nlani r;

I NCI R.S ekil 7, Ornek I'de hazi rlanan nano-ilagformiiasyonlari ni n A549 hicreleri ile birlikte inkibe edilmesiyle A549 hiicreleri izerinde bir kemoterapi terapétik etkisidir
farkli  konsantrasyonlarda kigk hicrelidi s 1 akcig er kanseri A549 hiicreleri;

I NCI R.S ekil 8 Ornek I'de hazi rlanan nano-ilagpreparasyonunun ve s u anda klinik olarak kullani lan lipozom doksorubisin ve kiigk hiicreli olmayan
akcig er kanseri A549 hiicrelerinin birlikte inkiibe edilmesiyle nano-ilagpreparasyonunun ve klinik nano-ilaci n A549 hiicreleri (zerindeki kemoterapi tedavisi etkisini
gosterir. ;

I NCi R.S ekil 9, farelerde Ornek I'de hazi rlanan HA-Gd-DOX'un bir fototermal/kemoterapi etkisidir.

TERCI HEDI LEN UYGULAMALARIN AYRINTILI TARI Fi

Teknikte uzman kis ilerin mevcut ag klamani n teknik gzimlerini daha iyi anlamalari ni sag lamak ign mevcut ag klama
Ag klama, as ag 1 da ozel dizenlemelere ve gzimlere ati fta bulunularak daha ayri nti | olarak ag klanacakti r, ancak dizenlemeler mevcut ag klamailesi ni rli
deg ildir.

As ag 1 daag klanan dizenlemelerdeki deneysel yontemler ve algi lama yontemlerinin timd, 6rned in as ag 1 dakiler gibi geleneksel yontemlerdir:
ozel ag klama yok; reaktifler ve malzemeler, 6rneg in 6zel bir ag klama olmaksi zi n piyasadan sati nali nabilir.

Mevcut bulus , bir himik asit-Gd nanotas 1 y1 ¢ hazi rlamakignas ag 1 dakiadi mlari igeren bir yéontem sag lar: S1. Humik Asitin

Saflag ti r Imasi ve Aktivasyonu

sodyum humati n bir inorganik asitle ggziimesi, ultrasonik is lem yapi Imasi , santriftjleme ve bir stpernatan ali nmasi ; diyalizat olarak bir inorganik
asit kullani larak stpernatan (zerinde diyalizin gergekles tirilmesi ve daha sonra kurutmani n gergekles tirilmesi; burada inorganik asit, 0.01 M hidroklorik asit, nitrik

asit veya sulftrik asittir;
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S2. Himik Asit-Gd Nanotas 1 y1 ¢ lari ni n
Hazi rlanmasi Hazi rlama yéntemias ag 1 dakiadi mlardan olus ur: bir Gd tuzu hazi rlamak ign gozinir Gd tuzunu asidik bir gdzictiignde eritmek
¢ozim; himik asit-Gd nano tas 1 y1 ¢ pargc klari elde etmek ign S1'de is lenen himik asit sulu solisyonu ile kart s ti rma, odasi cakli g1 ndakari s ti rmave
reaksiyona sokma, diyalizleme ve kurutma; burada ¢dzinir Gd tuzu, Gd (NO3)3 veya GDCL3'tir; ve gdzinir Gd'nin kditle orani
himik asit tuzu 1:5-20'dir ve asidik goziicti, pH deg eri 3-5 olan bir hidroklorik asit gozeltisidir.
Nanotas 1 y1 c vekaplanmi s bir kemoterapétik ilagigeren himik asit-Gd nanotas 1 yi ¢ bazli bir mistahzar.
nanotas 1 yi
Himik asit-Gd nanotas 1 yi ¢ yadayall preparasyonun hazi rlamayontemias ag 1 dakiadi mlardan olus ur:
Hazi rlamayontemias ag 1 dakiadi mlardan olus ur: bir Gd tuzu hazi rlamak ign ¢zinir Gd tuzunun asidik bir gziictignde gdzilmesi
¢©zim; ve daha sonra Gd tuzu solisyonunun adi m Sl'de is lenen hiimik asit sulu solisyonu ile kari s ti ri Imasi , ardi ndan kemoterapétik bir ilaci n

eklenmesi, kari s t1 r Imasi veodasi cakli g1 ndareaksiyona sokulmasi , diyaliz edilmesi ve mistahzari n elde edilmesi ign kurutulmasi .

AYRINTILI AGIKLAMA A$ AG IDA BELI RLI DUZENLEMELERLE SAG LANMIS TIR.

ornek 1

(1)HA'ni nSaflag ti r Imasi ve Hazi rlanmasi

HA-GD-DOX sentezinden 6nce, HA makromolekdilerinin sodyum humattan hazi rlanmasi vesaflag ti ri Imasi gerekir. Sodyum humat 6nce 0.01 M
hidroklorik asit gozeltisi ile @zlidlve g@gzinmeyen maddeleri uzaklas ti rmak ign 8000 dev/dk yiksek hi zda 15 dakika santrifijlendi. Sipernatan, 14000 kDa'li k bir
molekdler durdurmaya sahip bir diyaliz torbasi na kondu, fazla Na+'y1 uzaklas ti rmak ign 24 saat 0.01 M HCI ile diyalize edildi ve daha sonra bir dondurarak kurutucuda

dondurularak kurutuldu; elde edilen kati  toz, HA'dan hazi rlandi vesaflas ti ri Idi .safsi zli klar igeren sodyum humat parg@ci klari .

(2) HA-Gd'nin Hazi rlanmasi

Saflag ti rma ve asitles tirmeye tabi tutulan 200 mg HA, 300 mL deiyonize su ignde dag 1 ti I r, 5 dakika ultrasonik is lemyapi Ii r, 20 mg Gd (NO3)3,
hidroklorik asit gozeltisinde gozindurtiir. 5 mL PGS = 4.0, ultrasonik 5 dakika boyunca tamamen gzindtriiir ve ardi ndan karboksil ile aktifles tirilmis bir HA gozeltisine
eklenir,odasi cakll §1 nda2saatkari st r Idi ktansonra, 24 saat boyunca molekiler durdurma miktari olan bir diyaliz torbasi nda diyaliz gergekles tirilir.

Reaksiyona kati Imayan 14000 kDa, Gd < 3+ > uzaklas ti ri I rve Urin bir liyofilizatérde dondurularak kurutulur ve HA-Gd nanopargci klari elde etmek igin toplani r.

(3) HA-DOX'un hazi rlanmasi

Saflag ti rma ve asitles tirmeden sonra 200 mg HA, 300 mL deiyonize su ignde dag 1 ti Idi , 5 dakika sonike edildi ve ardi ndan reaksiyon sistemine 20 mg DOX
eklendi. Yeterli reaksiyon ign oda si cakli g1 nda2saatkari s ti ri Idi ktansonrakari s 1 m, 24 saat diyaliz ign molekdler durdurma miktari 14000 kDa olan bir
diyaliz torbasi na aktari larak reaksiyona kati Imayan ve yiklenmeyen DOX'u uzaklas ti ri r. HA (zerine ve Uriin liyofilize edilir ve HA-DOX nanopargci klari elde

etmek ign bir dondurarak kurutucuda toplani r.

(4) HA-Gd-DOX'un Hazi rlanmasi

Saflag ti rma ve asitles tirmeye tabi tutulan 200 mg HA, 300 mL deiyonize su ignde dag 1 t Ii r, 5 dakika ultrasonik yapi It r, 20 mg Gd (NO3)3, 5 mL hidroklorik
idgnde ¢ozltr. pH deg eri 4.0 olan asit solisyonu, ultrasonik 5 dakika boyunca tamamen gdzindurtlir ve daha sonra aktifles tirilmis karboksil igeren HA'ya eklenir, yeterli
reaksiyon ign odasi cakl g1 nda2saatkari s tt ri It r,ardi ndan 20 mg DOX eklenir ve 2 dakika kari $ ti i Idi ktansonrasaatodasi cakll g1 ndatam
reaksiyon ign, kari s 1 m 24 saat diyaliz ign 14000 kDa molekdler durdurma miktari na sahip bir diyaliz torbasi na aktari Ii r.-Urinin bir dondurarak kurutucuda

kurutulmasi  ve HA-Gd-DOX nanoformulasyonunun elde edilmesi ign toplanmasi .

Ornek 2 (1)

HA'ni nSaflas ti ri Imasi ve Hazi rlanmasi

HA-GD-DOX'un sentezinden énce, HA makromolekdilerinin sodyum humattan hazi rlanmasi ve saflas ti ri Imasi gerekir. Sodyum humat 6nce 0.01 M nitrik
asit gozeltisi ile goztidlve ozinmeyen maddeleri uzaklas ti rmak ign 8000 dev/dak yiksek hi zda 15 dakika santriftjlendi. Stpernatan, 14000 kDa'li k bir molekiler
durdurmaya sahip bir diyaliz torbasi na kondu, fazla Na+'y1 uzaklas ti rmak ign 24 saat 0.01 m nitrik asitle diyalize edildi ve daha sonra bir dondurarak kurutucuda

dondurularak kurutuldu, elde edilen kati  toz HA hazi rlandi vesaflas ti ri Idi safsi zli klar ieren sodyum humat parcaci klari ndan.

(2) HA-Gd'nin Hazi  rlanmasi

Saflag ti rma ve asitles tirmeye tabi tutulan 200 mg HA, 300 mL deiyonize suignde dag 1 t1 Ii r, 5 dakika ultrasonik is lemyapi It r, 20 mg Gd (NO3)3,
hidroklorik asit gozeltisinde gdzindurtiir. 5 mL PGS = 4.0, ultrasonik 5 dakika tamamen ¢dzindurtiir ve ardi ndan karboksil aktif HA ¢ozeltisine eklenir, oda si cakli g1 nda
2saatkart s tt n Idi ktansonra, 24 saat diyalizyapr It r
molekdtler durdurma miktari 14000 kDa olan bir diyaliz torbasi nda, reaksiyona kati Imayan Gd <3 +>uzaklas ti ri I rve Urin bir liyofilizatérde dondurularak
kurutulur ve HA-Gd nanoparcaci klari elde etmek igin toplani r.

(3) HA-DOX'un hazi rlanmasi

Saflas ti rma ve asitles tirmeden sonra 200 mg HA, 300 mL deiyonize su ignde dag 1 ti Idi , 5 dakika ultrasonik banyoya tabi tutuldu ve sonra 40
Reaksiyon sistemine mg DOX eklendi. Yeterli reaksiyon ign oda si cakli § 1 nda2saatkari s ti ri Idi ktansonrakari s 1 m, 24 saat diyaliz ign molekdler durdurma
miktari 14000 kDa olan bir diyaliz torbasi na aktari I r, béylece DOX'u uzaklag ti rmaz.

reaksiyona kati Ii rve HA'ya yiklenmez ve Urin liyofilize edilir ve HA-DOX nanopargaci klari  elde etmek ign bir dondurarak kurutucuda toplani r.

(4) HA-Gd-DOX'un Hazi rlanmasi
Saflas t1 rma ve asitles tirmeye tabi tutulan 200 mg HA, 300 mL deiyonize su icerisinde dag 1 ti It r, 5 dakika ultrasonik is lemyapi Il r, 20 mg Gd (NO3)3,
5 mL'lik suda @zindUrddr. pH't 4.0 olan hidroklorik asit gozeltisi, ultrason 5 dakika boyunca tamamen goziildikten sonra, karboksili aktive eden HA'ya reaktanlar ilave

edilir, odasi cakll g1 nda2saatkari s ti ri Il rvetamamen reaksiyona sokulur, ardi ndan
40 mg Dox eklenir ve tam reaksiyon ign oda si cakll § 1 nda2saatkari s ti ri Idi ktansonrakari s 1 m molekier durdurma miktari 14000 kDa olan diyaliz
torbasi na aktari larak 24 saat diyaliz ign kati Imayan Gd3+ uzaklas ti ri I r. reaksiyon ve DOX deg il
HA (zerine yiklendi, trin bir dondurarak kurutucuda dondurularak kurutuldu ve HA-Gd-DOX nanoformulasyonunu elde etmek ign toplandi .
Ornek 1'de hazi rlanan malzeme ve Ornek 2'de hazi rlanan malzeme performans ag si ndan benzerdir ve as ag 1 dakiler
sadece Ornek 1'in 6rnek olarak ali nmasi ile karakterize edilir.
(1) Taramali  Elektron Mikroskobu
Ornek 1'de hazi rlananilagtas 1 yi c ni n morfolojisi, Zeiss Solution 300 tipi tarama elektronu kullani larak karakterize edildi.
Amerika Birles ik Devletleri'nde tretilen mikroskop, test edilmeden 6nce numunenin iletken biryapr s ti ri ¢ ile numune as amasi nayapi s ti rn Imasi ve
30salti npiskirtme is lemine tabi tutulmasi ve biyitmenin 0.5-50 K olmasi  gerekir.

S EK. S ekil 1A'da, par@aci k boyutudag 1 I mi es ittir, morfoloji kontrol edilebilirdir ve yéntem bk 6lgekli tretim ign uygundur.

(2) Dinamik Lazer Paraci k Sag Ima Analizérii(DLS)
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HA ve metal Gd < 3 + > konjuge kompleksles tirme ve kemoterapiilaci DOX ile yiklenen HA-Gd-DOX nano preparasyonundan sonra HA-Gd nanopargci klari ni n
pargci k boyutudag 1 I mi , bir NiCOMP nano-ZLS/Z3000 model lazer nano-pargci k benimsenerek 6lgitr
boyut distrib

i HA-Gd ve HA-Gd-DOX, 1 mg/mL konsantrasyonda bir su dispersiyonu halinde formtie edildi, ardi ndan 100 pg/mL'ye seyreltildi ve ardi ndan

s effaf kivete ve U- s ekilli potansiyel kupa

(Ugkez ultra saf suylayr kanmadan énce ve numune deg is tirme belirlemesinden énce Ugkez ultra saf suylayl kanmadan 6nce) dinamik bir lazer nano-pargaci k
boyutu dag 1 ti m aletine yerles tirilir (bncedencali s ti ri i rveyari msaato6ncedent si ti Il r)

kullani Imadan ve ilgili cihaz parametreleri ayarlanmadan 6nce) ilgili parcaci k boyutu dag 1 It m deg erlerinin belirlenmesi ve kaydedilmesi igin.

I NCI R.S ekil 1B, nanotas 1 yi c ni n tekdize bir par@ci k boyutuna sahip oldug unu gésteren, nanotas 1 yi ¢ ni n bir DLS par@ci k boyutu analiz sonucunu géstermektedir.
dag 1 I mve 125 nm'lik bir boyut.

(3) Stimulasyona Duyarli It k Farkli pH deg erlerine (5.0 ve 7.4) sahip HA-

Gd-DOX PBS'de DOX Sali mi , pH duyarli sali mi niincelemek ign bir stimilasyon sali m ortami olarak segldi
DOX'un HA-GD-DOX'taki davrani s 1 . 1 mg/mL konsantrasyonda 10 mL HA-Gd-DOX, molekdler durdurma miktari 14000 kDa olan bir diyaliz torbasi na ilave
edildi ve 100 mL'lik bir sali m ortami na yerles tirildi ve odasi cakli g1 nda hafifekari s ti r Idi .2mlsali mortami , belirli bir zaman arali g1 nda
toplandi ve gozeltiye 2 ml taze ortam ilave edildi. Toplanan gbzelti, 480 nm dalga boyunda ultraviyole gérinir bir spektrofotometre ile DOX konsantrasyonunu belirlemek
ign kullani Idi . Invitroilagsali mi aras ti rmasi , $ ekil 1'de gosterildig i gibi farkli pH kos ullari alti nda Ornek 1'de hazi rlanan nano-ilagpreparasyonu
(zerinde gergekles tirilir. . $ ekil 2'de hazi rlanan HA-Gd-DOX nano-ilagverme sisteminin pH duyarli sali mi . 2 énemlidir, bu da nano dag 1 ti m sisteminin timaor

hicrelerinde kontrol edilebileceg ini ve sali nabileced ini gésterir.

(4) HA-Gd'nin I n Vitro Manyetik Rezonans Gérintileme Etkisi

HA-Gd nanopartikiilerin manyetik rezonans gorintileme performansi ni  kantitatif olarak belirlemek ign, bir HA-Gd sulu
1,5 mL'lik santrif{j tipine farkli  konsantrasyonlarda (500,750,1000, 2000, 3000 pg/m) gozelti yerles tirildi ve 3.0 T klinik MRI tarayr ¢ ile manyetik
rezonans goérintileme gérintistali ndi .

Yukari da tarif edilen Ornek I'de hazi rlananilagtas 1 yi c , S ekil I'de gésterildig i gibi farki konsantrasyonlarda manyetik rezonans gérintilemeye tabi
tutulur. $ ekil 4'te, hazi rli knanotas 1 y1 c si manyetik rezonans gorintileme 6zellig ine sahiptir.

(5) HA-Gd'nin I n Vitro Fototermal Etkisi

HA-Gd nanopargci klari ni nlazeri s 1 masi ndan sonra fototermal performansi ni  kantitatif olarak belirlemek ign, farkl konsantrasyonlarda
(0,100,150, 200, 250, 300 ve 400 pug/m) bir HA-Gd sulu gozeltisi bir kuvars kivete yerles tirildive 808ile1 s 1 nlandi .5 dakika boyunca 1,0 W/cm2 giicyog unlug una
sahip nm lazer ve gozeltinin s cakh kdeg is imi, 0,1°C hassasiyetle termokupl probunun optik yoluna dik bir konumda bir HA-Gd sulu gdzeltisinde kaydedilmis tir.
Ayni zamanda 0,5Wcm2,08Wcm2,1,0Wcm2,1,2Wcm2,1,5Wcm2ve 1kullani I r8300 pg/mL konsantrasyonlu HA-Gd solisyonu 5 dakika boyunca W/cm2
lazer yog unlug uiler s 1 nlandi ve gdzeltininsi cakli k ded is imini kaydetmek ign optik yola dik bir konumda bir HA-Gd sulu gizeltisine 0.1°C hassasiyete sahip bir

termokupl probu yerles tirildi.

Yukari da tarif edilen Ornek I'de hazi rlananilagtas 1 y1 ¢ , S ekil I'de gésterildig i gibi farkli konsantrasyonlarda ve farkli giderde fototermal etki analizine
tabi tutulur. $ ekil 3A'da hazi rlanan HA-Gd nanotas 1 yI ¢ , iyi bir fototermal etkiye sahiptir ve konsantrasyon bag 1 mh I § 1 sergiler; ve S ekil I'de gosterildig i
gibi hazi rlanan HA-GD'nin fototermal etkisi. 3B, aydi nlatmayog unlug ubag 1 mh I g1 ni sunar.

(6) HA ve HA-Gd'nin A549 hiicrelerine biyouyumlulug unun aras ti ri Imasi

A549 hiicreleri (zerinde CCK-8 kolorimetrik yontemle in vitro hicre biyouyumluluk testi gergekles tirilmis tir. Hicreler, 96 oyuklu bir
37°C'de ve %5 CO2'de kiturlenmis , oyuk bas 1 na 5 x 103 hikre igeren hiicre kiiturtiplakasi . Hicreler, 24 saat ve 48 saat boyunca farkli  konsantrasyonlarda
HA ve HA-Gd ile birlikte inkibe edildikten sonra, oyuk bas 1 na bir CCK-8 gdzeltisi (10 uL, 2 mg/mM) eklendi ve 2H'den sonra OD deg eri bir mikroplaka okuyucu
ile 450 nm dalga boyunda belirlendi.

Ornek 1'de hazi rlananilagtas | yI a , kigik hiicreli olmayan akcig er kanseri A549 hiicreleri ile farkli konsantrasyonlarda birlikte inkibe edildi
$ ekil I'de gsterildig i gibi biyouyumlulug unu aras ti rmak in. $ ekil 5'te gésterildig i gibi, hem HA hem de HA-Gd nanotas 1 y1 ci lar, AS49 hikrelerine kars 1 Gstin biyouyumlulug a sahiptir.

(7) HA-Gd'nin A549 hikcreleri (zerindeki fototermal terapi etkisini kes fedin.

Hicreler, oyuk bas 1 na 5 x 103 hiicre igeren 96 oyuklu bir hiicre kditiriplakasi naas 1 landi , 37°C'de ve %5 C02'de kdittrlendi. Hicreler yapi Idi ktan sonra
2 saat boyunca farkli  konsantrasyonlarda HA-Gd ile birlikte inkibe edildi, plakalardan biri 808 nm lazerle 1 s 1 nlandi , glic1,2 W/cm2,1 s 1| nlama siresi 5 dakika,
dig er gézenekli plaka kontrol grubu olarak kullani Idi CCK-8 solisyonu (10 pL, 2 mg/mM) her deli§ e 22 saat sonra 37°C ve %5 CO2'de sirekli kiitire edildikten
sonra ilave edildi ve bunun OD deg eri bir ELISA cihazi ile 450 nm dalga boyunda olgidi. .

Ornek 1'de hazi rlananilagtas 1 yI a , kigik hiicrelidi s 1 akcig er kanseri A549 hikcreleri ile farkll - konsantrasyonlarda birlikte inkibe edilir ve
ilagtas 1 y1 c st ni nAS549 hicreleri (zerindeki fototermal terapi etkisini kes fetmek ign 808 nm lazerile1 s 1 nlanmi s ti r.$ EK. 6, HA
ve S ekil I'de hazi rlanan HA-Gd nano-tas 1 y1 c lar. 6, dis Uk bir konsantrasyonda hicreler izerinde zayi f bir 6ldirme etkisine sahiptir, ancak bunlari n
fototermal terapi etkisi, yiksek bir konsantrasyonda kademeli olarak belirgindir.

(8) HA-GD-DOX'un A549 hikcreleri (zerindeki kemoterapi etkisi aras ti ri I r.

Hicreler, oyuk bas 1 na 5 x 103 hicre igeren 96 oyuklu bir hicre kiitirtplakasi naas 1 landi , 37°C'de ve %5 C02'de kditirlendi. Hiicreler ortak
HA-DOX ve HA-Gd-DOX ile 24 saat, 48 saat ve 72 saat farkli konsantrasyonlarda inkibe edildi, 2 saat sonra OD deg eri belirlendi.

Mikroplaka okuyuculu 450 nm dalga boyu

Ornek I'de hazi rlanan nano-ilag preparasyonu, kiik hiicreli olmayan akcig er kanseri A549 hiicreleri ile farkli si cakli klarda birlikte inkibe edilir.

A549 hicreleri (zerindeki kemoterapi tedavisi etkisini aras ti rmak ign konsantrasyonlar ve $ ekil 2'de gosterildig i gibi hazi rlanan nano-ilagpreparasyonu. 7, A549
hticreleri (zerinde iyi bir éldirme etkisine sahiptir.

(9) HA-GD-DOX ve klinik ilaglipozom doksorubisinin A549 hiicreleri (zerindeki kemoterapi etkisi aras ti ri I r.

Hiicreler, oyuk bas 1 na 5 x 103 hiicre ieren 96 oyuklu bir hiicre kiitirtiplakasi naas 1 landi , 37°C'de ve %5 C02'de kiitirlendi. Hicreler
si rasi yla 24 saat, 48 saat ve 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda HA-GD-DOX ve LIPO-DOX ile inkibe edildi ve ardi ndan bir CCK -8 gozeltisi (10
Her kuyucug a pL, 2 mg/mM) eklendi ve 2 saat sonra mikroplaka okuyucu ile 450 nm dalga boyunda OD deg eri belirlendi.

Ornek 1'de hazi rlanan nano-ilag preparasyonu ve lipozom doksorubisin ve kigik hiicrelidi s 1 akcig er kanseri A549 hikreleri, nano-ilag preparasyonunun
ve klinik nano-ilaci n A549 hicreleri (zerindeki kemoterapi tedavisi etkisini aras ti rmak igin birlikte inkibe edilir ve nano- $ ekil I'de gésterildi§ i gibi hazi rlanan ilag
preparasyonu; 8 ve klinik olarak kullani lan nano ilagA549 hicreleri (zerinde daha iyi 6ldirme etkisine sahiptir.

(10) Farelerde HA-Gd-DOX'un Anti-Timor Etkisinin Kes fedilmesi HA-GD-

DOX'un fototermal/kemoterapi etkisini deg erlendirmek ign, timér tas 1 yan fareler yedi gruba ayri It r
(sadece 5).1 ki fareye 24 saat boyuncasi rasi yla 100 ul/HA-GD ve HA-GD-DOX enjekte edildi ve ardi ndan 5 dakika boyunca 808 nm ve 1.0 W/cm2 yaki n
ki z1 lotesit s 1 kla1 s 1 nlandi .Kalanbes fareye, yaki nki zi Iétesit s 1 ki s 1 masi almadansi rasi yla 100 uL PBS, DOX, HA-GD, LIPO-DOX ve HA-
GD-DOX enjekte edildi. Timér boyutu, tedavi si rasi nda her 2 giinde bir kaydedildi. Tedavi bittikten sonra, timor tas 1 yan farelere étenaziyapi Ii rve parclara

ayrt It rve timorler toplani r.
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Farelerde Ornek 1'de hazi rlanan HA-GD-DOX'un fototermal/kemoterapi etkisini de§ erlendirmek ve klinik olarak kullani lan kemoterapétik ilagarla
kars 1 las t rmak igin, A549 timéritas | yan fareler 7 gruba ayri Idi (sadece 5).1 ki fareye enjekte edildi
St rasi yla 100 pL HA-GD ve HA-GD-DOX, 24 saat ve ardi ndan 5 dakika boyunca 808 nm ve 1,0 W/cm2'lik yaki nki z1 I6tesit s 1 kla1 s 1 nlandi .
Kalan bes fare grubunasi rasi yla 100 uL PBS, DOX, HA-GD, LIPO-DOX ve HA-GD-DOX enjekte edildi.
yaki nki zi lI6tesi1 $ 1 nlama. Timor boyutu, tedavi si rasi nda her 2 giinde bir kaydedildi. Tedavi bittikten sonra timér tas 1 yan farelere
otenaziyap! li rve parglaraayri li rve timorler toplani r.9,S EK. 9, bir ttmér hacmi deg is iklig i
14 gin ignde farkli - gruplardaki farelerin eg risi tedavi edilir, bu da Ornek 1'de hazi rlanan HA-Gd-DOX nano-ilag preparasyonunun farelerdeki timérleri
tedavi etmede daha iyi bir etkiye sahip oldug unu gosterir.

Ag kes! , teknikte uzman kis iler, mevcut bulus un ruhundan ve kapsami ndan ayri Imadan mevcut bulus ta ges itli modifikasyonlar ve
varyasyonlar yapabilirler. Dolayi si yla, mevcut bulus un bu modifikasyonlari ve varyasyonlari kapsam dahilindeyse

mevcut bulug un istemleri ve es deg erleri, bu modifikasyonlari ve varyasyonlari kapsamaya yoneliktir.



