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Antibakteriyel

Bakteriyel enfeksiyon, 6zellikle ilaca direngli bakterilerin artmasiyla birlikte tim dinyada insan saghgini ciddi

s ekilde tehdit etmektedir. Bakterileri hizli ve verimli bir s ekilde 6ldirmek icin ilagsiz bir strateji gelis tirmek
acildir. Bu ¢alis mada, himik asit (HuA) kapsdltzeolitik imidazol ¢ergeve-8 (ZIF-8) (HUA@ZIF-8) nanokompozitleri,
ZIF-8'in polivinilpirolidon (PVP) ile modifiye edilmis ylzeyinde yerinde biyimesiyle sentezlendi. HuA. Sentezlenen
nanokompozitler iyi fototermal etkilere sahiptir, yani 10 dakikalik NIR 15 imasi ile 1000 pg/mL partikd

konsantrasyonu altinda sicaklik 59.4 °C'ye yikselmis tir. Ek olarak, NIR i1s inlamasi kompozitlerden Zn2+
salimimini da kontrol edebilir . Iyi fototermal etkiler, NIR 1s 1§ini etkili bir s ekilde emebilen HuA'dan kaynaklanir.
Zn2+ 'nin kontrollisalimi, NIR 1s 1k 1 1masi altinda ZIF-8'in uyarilmis ayris masina atfedilir. Fototermal
tedavinin sinerjistik etkisi ve ¢inko iyonlarinin salinmasi, HUA@ZIF-8'in mikemmel antibakteriyel etkinligine kisa
strede, yani 20 dakikalik NIR 15 inlamasi ile Staphylococcus aureus ve Escherichia coli'ye kars 1 sirasiyla %99,59
ve %99,37'ye katkida bulunur. Bu ¢alis ma, hizl ve etkili sterilizasyon igin iyi biyolojik bozunma ve di§ k
maliyetli, 1 13a duyarli bir platform gelis tirmek i¢in umut verici bir strateji sunmaktadir.

1. Girig

Patojenik bakteriler, insan hastaliklarinin en yaygin nedenlerinden biridir ve
8limcd enfeksiyonlara neden olabilir [1-3]. Gnegin, bakteriyemi ve akut
endokardite siklikla Staphylococcus aureus (S. aureus) neden olur [4,5]. Ayrica,
bu tir bakteriler, 6zellikle cilt veya mukozal bariyerler hasar gérdiginde, ges itli
deri ve yumus ak doku enfeksiyonlarina neden olabilir [6-9]. Klinik olarak
antibiyotik tedavisi, bakteriyel enfeksiyonlari 6nlemek ve tedavi etmek igin etkili
bir yéntemdir [10,11]. Bununla birlikte, ilaca kars 1 direng, bakteriler kullanilan
ilaglari yenme yetenegi gelis tirdiginde ortaya ¢ikar [12,13]. Ginimizde antibiyotik
direnci, insan sagligina yonelik en biyik tehditlerden biri haline gelmis tir. Bu
nedenle, hizli ve givenli sterilizasyon igin ilagsiz yeni bir strateji gelis tirmek
acildir.

Son zamanlarda, fototermal terapi (PTT), ttmor ve bakteriyel gibi
bazi hastaliklar igin etkili bir tedavi stratejisi olarak kabul edilmektedir.

+ Sorumlu yazarlar.

15 1k 1s 1masi altinda bazi fototermal doénig tirictajanlar (PTA'lar) tarafindan tretilen lokal
hipertermiye bagli olan enfeksiyon [14-17]. Cok sayidaki PTA'lar arasinda, yakin kizilotesi
(NIR) 1s 1k sodurucu ajanlar, invaziv olmama, doku hasari olmamasi, kisa tedavi siresi ve
belirgin terapétik etki gibi benzersiz avantajlari nedeniyle biyik ilgi gérmektedir [18-24].
Altin nanopargaciklar (NP'ler) [25], gim{s NP'ler [26], grafen oksit [27] ve Prusya mavisi
bazli NP'ler [28] gibi bazi NIR 1$ 1§ soguran nanomalzemeler PTT uygulamalari igin
genis captaaras tirilmis olsa da, bunlarin nispeten zayif biyobozunurluk ve yiksek
maliyet, gelecekteki klinik uygulamalarin 6nindeki engellerdir.

Karmas 1k dogal reaksiyonlar yoluyla hayvan ve bitki kalintilarinin mikrobiyal biyode
gradasyonundan dogal olarak tiretilen himik maddeler, dogal organiklerin ana
fraksiyonunu olus turur [29]. Antik ¢aglardan beri HuA , dzellikle jinekolojik, kas-iskelet
ve
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HuA'nin biyomedikal uygulamalar igin biyogivenligini kanitlayan dermatolojik
hastaliklar. Yakin zamanda yapilan bir calis ma, HuA'nin NIR 1s 1k enerjisini isiya
donig tirmek icin mikemmel bir yetenege sahip oldugunu bildirmis tir [31]. Bu
nedenle, bu dogal HuA, ds ik maliyeti ve mikemmel biyouyumlulugu nedeniyle
PTT i¢in umut verici bir fototermal biyomateryaldir [32].

Tek PTT'nin hipertermi altinda proteini denatire ederek bakterileri dldirmesi
icin tipik olarak 60 °C veya daha yiksek sicakliklar gerekir, ancak yiksek sicaklik
veya uzun sire NIR 1 1§ina maruz kalma, ¢evredeki normal dokularda termal
hasara neden olabilir [33]. Ancak, daha di§ k bir sicaklik (6rn. 43 °C), kisa sirede
etkili sterilizasyon elde etmek i¢in yeterli degildir [34]. Bu nedenle, sinerjik
stratejiler talep edilmektedir.

Cu, Fe, Zn gibi bazi metalik elementler normal dizeylerde olduklarinda
hicresel reaksiyonlar da dahil olmak (zere birg ok fizyolojik reaksiyona katildiklari
icin insan saghdi i¢in gerekli elementlerdir [35]. Birgok ¢alis ma, ylksek Zn2+
konsantrasyonunun bakterilere kars 1inhibe edici etkisini bildirmis tir [36-38].
Zn2+ 'nin altinda yatan antibakteriyel mekanizma, homeostazi bozmak ve bakteri
zarlarina proton gegirgenligini arttirmak, béylece bakterilerde glikolizi,
glukoziltransferaz tretimini ve polisakkarit sentezini inhibe etmektir [39]. Bununla
birlikte, Zn2+ 'nin bakterileri etkili bir g ekilde 6ldirmesi genellikle uzun zaman
alir, bu da bakterilerde ¢inko direncine neden olabilir [40].

Bu nedenle, antibakteriyel strateji olarak sadece Zn2+ kullanmak ideal bir
bakterisidal etkiye ulas mak i¢in yetersizdir. Bu nedenle, Zn2+ 'nin PTT ile
kombinasyonunun, sinerjistik bir etki yoluyla tek bas ina Zn2+ veya PTT'den ¢ok
daha iyi antibakteriyel etkinlik saglayacagini varsayiyoruz.

Organik-inorganik hibrit gézenekli malzemeler olarak, metal-organik
cergeveler (MOF'ler), MOF'lere yiksek spesifik yizey alani, ayarlanabilir,
ayarlanabilir kafes benzeri bir yapiya sahip [41,42] metal iyonlari/kimeler ve
organik ligantlardan olus ur. gézenek boyutu ve teorik olarak sonsuz yapilar.
Sonug olarak, MOF'ler son zamanlarda yeni fonksiyonel materyaller gelis tirmek
icin yaygin olarak kullaniimaktadir [43,44]. MOF'lerin bir temsilcisi olarak, zeolitik
imidazolat ¢ergevesi (ZIF-8), ayarlanabilir is levsellikleri ve yiksek gbzenekliligi
nedeniyle birg ok biyomedikal uygulama igin aras tirilmis tir [45,46]. Son galis ma,
pH 7.4'te ZIF-8'in NIR kaynakli ayris ma fenomenini ortaya koydu [47]. Sonug
olarak, bakterileri 6ldirmeye yardimci olmak i¢in NIR 1 inlamasi altinda Zn2+ 'nin
ZIF-8'den salinmasini kontrol etmenin mimkin olduguna dair bas ka bir hipotez
onerebiliriz.

Yukaridaki iki varsayim goéz 6nine alindiginda, bu ¢alis mada HuA,
nanokompozitler olug turmak igin ZIF-8'in MOF'unda kapsilenmis tir (HUA@ZIF-8
ZIF-8'in yerinde biyimesiyle elde edilen NP'ler),

CHO
né—on

HOOC,

—;J stirring
!

HuA@ZIF-8

S ema 1. PVP ile modifiye edilmis HuA ¢evresinde ZIF-8'in yerinde biyimesiyle HUA@ZIF-8 NP'lerin sentezinin § ematik gdsterimi.
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polivinilpirolidon (PVP) ile degis tirilmis HuA (S ema 1). Ve hizli bakteri 6ldirme
icin Zn2+- destekli fototermal terapi, NIR 1s inlamasi yoluyla gelis tirildi. Sinerjistik
etki, HuA tarafindan (retilen lokal hipertermi ve 1s inlama altinda kompozitlerden
kontrolliZn2+ salinimi ile elde edildi ve HUA@ZIF-8'in kisa bir sire iginde
mikemmel bir antibakteriyel etkinligine, yani Staphylococcus'a kars 1 %99,59 ve
%99,37'ye katkida bulundu. aureus ve Escherichia coli, sirasiyla 20 dakikalik NIR

15 Inlamasi ile.

2. Deneysel prosedirler
2.1. PVP ile modifiye edilmis himik asit sentezi

i1k olarak, 1.5 mL deiyonize (DI) suya 40 mg himik asit (HuA) ilave edildi, bir
HuA koloidal solisyonu elde etmek i¢in 30 dakika ultrasonik olarak dagitildi ve
ardindan yukaridaki HUA koloidal solsyonuna 80 mg PVP ilave edildi. Bundan
sonra, karis 1m 3 saat ultrasonik banyoya tabi tutuldu. Son olarak, siyah PVP ile

modifiye edilmis HuA tozlari, dondurularak kurutularak elde edildi.
karis im.

2.2. ZIF-8'in imalati

Kisaca, strekli karis tirarak 23 mL metanole 4 mL 2-metilimidazol metanol
solisyonu (8 mg/mL) ve 4 mL Zn(N03)2 metanol solisyonu (27.5 mg/mL) ilave
edildi. 10 dakika karig tirildiktan sonra reaksiyon solisyonu 50°C'de 3 saat
karis tirllmadan birakildi.

Reaksiyondan sonra, hazirlandid gibi ZIF-8, 12.000 rpm'de 10 dakika santrifijleme
yoluyla toplandi, iki kez metanol ile yikandi ve son olarak daha fazla kullanim igin
50 °C'de 4 saat kurutuldu.

2.3. HUA@ZIF-8 NP'lerin sentezi

HUA@ZIF-8 NP'leri iretmek igin 4 mL 2-metilimidazol metanol solisyonu (8
mg/mL) ve 3 mL PVP ile modifiye edilmis HuA metanol solisyonu (1 mg/mL) ayni
anda 20 mL metanole ilave edildi.

10 dakika karis tirildiktan sonra yukaridaki karis imlara 4 mL Zn(NO3)2 metanol
solisyonu (27.5 mg/mL) ilave edildi ve 10 dakika daha karis tirildi. Daha sonra
karig imlar karig tirlmadan 50°C'de 3 saat bekletildi. Reaksiyon sona erdiginde,
¢ 6zeltinin dibinde koyu kahverengi tozlarin ¢ dkeldigi gézlendi, bu HUA@ZIF-8
NP'lerin olus umunu gdsterir. Sipernatan atildi ve
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{rtn 9000 rpm'de 10 dakika santrif(jlendi, ardindan iki kez metanol ile yikandi,
daha fazla kullanim i¢in 50 °C'de 4 saat kurutuldu.

2.4. malzeme karakterizasyonu

Sentezlenen nano tozlarin boyutu ve morfolojileri, enerji dagilimli spektroskopi
(EDS) ve transmisyon elektron mikroskobu (TEM, Tecnai G20, FEI, ABD) ile
donatiimis taramali elektron mikroskobu (SEM, JSM6510LV) kullanilarak
g6zlemlendi. NP'lerin kristalligi ve safligi, 26 5-30° araliinda Cu Ka radyasyonu
(A=1.54051, 1.54433 A) kullanilarak XRD (D8A25, BRUKER, Almanya) ile
incelenmis tir. Malzemelerin kimyasal biles imleri, Fourier dénis tmukizilétesi
spektroskopisi (FTIR, NICOLET iS10) ve X-is ini fotoelektron spektroskopisi (XPS,
ESCALAB 250Xi, Thermo Scientific, ABD) ile belirlendi. Vis-NIR spektrumlari, bir
UV-vis-NIR spektrometresi (UV-vis-NIR, UV-3600, Shimadu, Japonya) kullanilarak
belirlendi.

2.5. Fototermal performans testi

Fosfat tamponlu salin (PBS, pH = 7.4) icinde doért tir konsantrasyona (0, 200,
500 ve 1000 pg/mL) sahip HUA@ZIF-8 NP'lerin dagilimlari, 808 nm NIR lazerine
(9i; yogunluk: 1,8 W/cm2 ) 20 dakika sireyle ve Termal Gorintdeyici (FLIR, E40,
0,1 °C dogrulukla) kullanilarak toplam 20 dakika boyunca 1 dakikalik araliklarla
sicakligin izlenmesi saglandi.

2.6.Zn2+'nin in vitro salinimi

808 nm I1s Inlama altinda HUA@ZIF-8 NP'lerden Zn2+ salinimini él¢mek igin,,
PBS i¢inde dagilmis 1000 pg/mL HUA@ZIF-8 NP, 20 dakikaya kadar farkli
sirelerde 808 nm NIR lazere maruz birakildi ve daha sonra 12.000 rpm'de 10
dakika santrifijlendi. Sipernatan toplandi ve HUA@ZIF-8 NP'lerden salinan Zn2+
konsantrasyonunu belirlemek i¢in endiktif es les mis plazma atomik emisyon
spektrometresi (ICP-AES, Optimal 8000, PE, ABD) ile analiz edildi.

2.7. In vitro antibakteriyel test

Bu ¢alis mada, HUA@ZIF-8 NP'lerin Gram-negatif bakteri ve Gram temsilcisi
olarak Escherichia coli (E. coli) ve Staphylococcus aureus'a (S. aureus) kars 1
antibakteriyel etkinligini degerlendirmek igin yayilmis plaka deneyleri yapildi.
-pozitif bakteri.

Standart is leme gore steril Luria-Bertani (LB) suyu ve LB agar plakalari hazirlandi.
Her grup, antibakteriyel test icin (i paralel 6rnek i¢cermis tir. PBS icinde
HUA@ZIF-8 NP'lerin 20 pL dort farkli konsantrasyon dagilimi (0, 2, 5 ve 10 mg/
mL), 180 pL seyreltilmis bakteri sispansiyonu (107 CFU/mL ) karis 1miigeren 96
oyuklu plakalara eklendi ) sirasiyla steril (LB) kitir ortaminda kdtirlendi. Tim
ornekler iki gruba ayrildi, yani biri 808 nm NIR lazer ile 20 dakika 15 inlandi ve
digeri 20 dakika 15 inlama yapilmadan kdtirlendi.

20 dakika 1s inlandiktan veya 20 dakika 1 1ksiz kdtirlendikten sonra her bir
kuyudan 20 pL solisyon ekstrakte edildi ve seyreltildikten sonra LB agar plakasinin
ylzeyine yayildi. Daha sonra E. coli veya S. aureus igeren LB agar plaklari 37 °C'de
24 saat inkibe edildi. Daha sonra plakalar (zerindeki bakteri kolonisi fotograflandi
ve canli bakteri koloni olus turan birimlerin (CFU) sayilari sayildi ve énceki
¢alis maya gore antibakteriyel orani hesaplandi [43].

HUA@ZIF-8 NP'lerin antibakteriyel aktivitesini daha fazla degerlendirmek igin
bu calis mada Canli/Giifloresan boyama kullanildi. Ayrintilar énceki yayinimiza
[14] atifta bulunulmus tur.

2.8. Hitre kdtira

Bu ¢alis mada fare fibroblast hicre hatti (NIH3T3-E1) uygulandi.
eklenmis MEM/EBSS (HyClone) ortaminda kdtirlendiler.
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%10 fetal sigir serumu (FBS), %1 penisilin - streptomisin solsyonu ve %1 Amino
Asitler Solisyonu ile, daha sonra 37 °C'de %5 CO2'lik nemli bir atmosferde inkibe
edildi. Ortam her &t ginde bir yenilendi. Ayrintili prosedir bas ka bir yerde
bulunabilir [36,43].

2.9. In vitro sitotoksisite deneyi

HUA@ZIF-8 NP'lerin sitotoksisitesi, NIH3T3-E1 hicreleri (zerinde bir 3-(4.5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) deneyi kullanilarak test
edildi. Analizden 6nce, NIH3T3-E1 hicreleri (5 x 104 hicre/cm2 ), Dulbecco'nun
modifiye edilmis kartal ortaminda (DMEM) tutuldu, ardindan 96 oyuklu plakalara
ekildi (oyuk bas na 200 uL toplam hacim) ve 24 saat kdtirlendi. Hicre duvara
yapis tirildiktan sonra, sirasiyla DMEM'de 0, 200, 500, 1000 pg/mL'ye seyreltilmis
doért HUA@ZIF-8 NP 6rnegi kuyucuga eklendi. Her numune iki gruba ayrildi (20
dakika 808 nm NIR lazer ile 1s inlandi veya 20 dakika 1s inlanmadan kdtirlendi).

20 dakika 1s inlandiktan veya 20 dakika 1s inlanmadan kitirlendikten sonra
hicreler sirasiyla 8 saat ve 24 saat inkibe edildi. Daha sonra her kuyucuga 5 pg/
mL konsantrasyonda MTT solisyonu eklendi ve 37°C'de 4 saat inkibe edildi. Daha
sonra medyum uzaklas tirildi, her bir kuyucuga 200 pL dimetil sifoksit (DMSO)
solisyonu eklendi ve plak 10 dakika ¢alkalandi. Daha sonra solisyon 12 saat
bekletildi, 100 pL sipernatan alindi ve 490 nm'de absorbansini (OD) belirlemek
icin bir mikroplaka okuyucu (SpectraMax I3MD ABD) ile 6l¢Udu[43,48]. Sonuglar,
hicre canliliginin yizdesi olarak ifade edildi ve deney, i kopya halinde
gergekles tirildi.

2.10. In vitro hitre morfolojisi

Yukaridaki MTT tahlil prosedirlerini takiben, 5 x 104 hicre/cm2 yogunluga
sahip hicreler, 96 oyuklu bir plaka iginde 8 saat boyunca HUA@ZIF-8 NP'lerin
farkl konsantrasyon dispersiyonlariyla birlikte kitirlendi ve ardindan i kez PBS
ile durulandi. . Daha sonra hicreler, oda sicakliginda 10 dakika boyunca %4 paraf
formaldehit solisyonu ile fikse edildi ve daha sonra PBS ile durulandi. Daha sonra
hicreler, oda sicakhiginda 30 dakika Tetrametilrhodamin (TRICT) ile boyandi, PBS
ile durulandi ve daha sonra 30 saniye boyunca 4', 6-diamidino 2-fenilindol (DAPI;
YiSen, Shanghai) ile boyandi. 2 kez PBS ile yikandiktan sonra ters floresans
mikroskobu (IFM, Olympus, IX73) ile hitre morfolojileri gozlendi.

2.11. istatistik analizi

Deneyin bilimsel ve titiz sonuglarindan emin olmak icin, tim deneysel veriler
en az (i teste dayali olarak ortalama * standart sapma olarak degerlendirildi ve
tek yonlGANOVA ile analiz edildi.

3. Sonuglar ve tartis ma

3.1. HUA@ZIF-8 NP'lerin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

S ekil 1a'da gosterildigi gibi , SEM gorint(sy sentezlenen ZIF-8 NP'lerin,
yaklas 1k 500 nm'lik tekdize bir boyuta sahip bir nano-kip yapisi sergiledigini
gosterdi. Buna kars 1lik, ZIF-8'in poli vinilpirolidon (PVP) ile modifiye edilmis
HuA'nin yizeyinde yerinde biyimesi, dizensiz bir s ekle sahip sentezlenmis
HUA®@ZIF-8 NP'lerin boyutunu énemli 6l¢ ide azaltti. S ekil Ib'den HUA@ZIF-8
NP'lerin ortalama boyutunun yaklas 1k 120 nm oldugu g6zlemlendi . Bu
¢alis mada PVP, PVP ile modifiye edilmis HuA olus turmak (zere HuA koloidal
parcaciklarinin yizeyi tarafindan emildi. Ghceki calis maya gére, nanopargaciklarin
yizeyine adsorbe edilen PVP, reaksiyon ¢ 6zeltisindeki nanopar¢aciklari stabilize
etme ve pirolidon halkalari (C]O) ve ¢inko atomlari arasindaki zayif koordinasyon
etkiles imleri yoluyla nanopargaciklarin koordinasyon-polimer kirelerine
afinitesini artirma roltioynadi. ZIF digimlerinde ve arasindaki hidrofobik
etkiles imler yoluyla
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S ekil 1. (a) ZIF-8, (b) 0 dakika NIR lazer 13 inimina maruz kalan HUA@ZIF-8 NP'lerin, (c) 20 dakika NIR lazer 13 inimina maruz kalan HUA@ZIF-8 NP'lerin SEM gérintderi; (d) ZIF-8'in
TEM gorintderi, (e) 0 dakika boyunca NIR lazer 15 inimina maruz kalan HUA@ZIF-8 NP'ler, (f) 20 dakika boyunca NIR lazer 1 inimina maruz kalan HUA@ZIF-8 NP'ler.
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etkiles im, ZIF-8 NP'lere kiyasla HUA@ZIF-8 NP'lerin boyutunun ve . " . ;.
N . L . . kaynaklanabilecek, daha dizensiz s ekle ve yaklas 1k 40 100 nm'lik
dizensiz s eklinin azalmasini ag iklayabilir. Hazirlanan HUA@ZIF-8 ile ) .. . . , . )
kars ilag tinldidinda, 20 dakikalik NIR lazer 1s inlamasi ( ekil 1c) cok daha kit k boyuta sahip kompozit NP'lerde Gnemli
3 11as g ' 3 degis iklik. S ekil 1d-1f'de gosterilen TEM gorintderi ayrica
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S ekil 3. Sentezlenen malzemelerin kimyasal biles imleri. (a) FTIR spektrumlari, (b) XPS tarama taramasi.
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S ekil 5. Farkli konsantrasyonlarda (a) PBS i¢inde hazirlanmis HuA@ZIF-8 NP dispersiyonlarinin fototermal isitma edrileri ve kars ilik gelen gergek zamanli
kizilétesi termal gorintder (b) ve HUA@ZIF-'nin déngisel fototermal i1sitma egrileri 1000 pg/mL (c) konsantrasyonlu 8 NP.

SEM gozlemiyle iyi bir uyum i¢inde olan kars ilik gelen NP'lerin evrimi.

S ekil S1'de gosterildigi gibi SEM gorintieri, HUA@ZIF-8 NP'lerin
morfolojilerini hitre kdtiriyle ayni kos ullarda (Petri kaplar, hicre kdtira
ortami, 37 °C, %5 CO2, vb.) 8 saat boyunca gdsterdi. ve sirasiyla 24 saat.
Hem S ekil STa hem de $ ekil S1b, nanopargaciklarin yapisinda ¢ ok az
degis iklik gosterdi; bu, HUA@ZIF-8 NP'lerin hikre kitirikos ullarinda
nispeten kararli olabilecegini gosterir.

S ekil 2'de gosterilen X-i1s ini kirinim (XRD) modelleri , sentezlenmis
ZIF-8 ve HUA@ZIF-8 NP'lerin iyi kristalles mesini ortaya ¢ikardi. Bu
¢alis mada, hazirladigimiz ZIF-8, sirasiyla (011), (002), (112) ve (222)
kristal dizlemine kars 1lik gelen 7.3°, 10.3°, 12.8°, 18.25°'de tepe noktalari
g0sterdi. bu standart ZIF-8'in [49,50] faz yapisina uygundu. Ek olarak,
hazirlanan HUA@ZIF-8 NP'leri, ayni faz yapilarini gésteren, ZIF-8'inkiyle
hemen hemen ayni XRD modelini sergiledi. Bununla birlikte, ilkinden elde
edilen XRD modeliyle kars ilag tirildiginda, ikincisinin yari maksimumdaki
tam genis ligi 6nemli 6l¢ (de azaldi; $ ekil 1'de gdsterilen sonuglar .

S ekil 3a'da gosterildigi gibi, PVP ile modifiye edilmis HuA'nin FTIR
spektrumu, 2940 cm-1 ve 1562 cm-1'de tepe noktalari gosterdi . 1k,
PVP'nin C-H germe bad titres imine atanirken, ikincisi HuA'ya ait COOH
radikaline aitti [32], bu da PVP'nin HuA ile bas arili as 1lamasini gésteriyor.
ZIF-8 ile kars 1las tirildiginda, HUA@ZIF-8'den elde edilen FTIR
spektrumundaki 1671 cm-1'deki yeni zirve , himik asitte PVP'nin C]O
germe bag titres imine atanmis tir, bu da HuA'nin bas arili bir s ekilde
kapsidlenmesini dnermektedir. ZIF-8. S ekil 3b'de gdsterilen XPS tarama
taramasi , kapsidlemeden sonra HUA@ZIF-8'deki Zn ve N'nin sinyal
yogunlugunun ZIF-8'dekine kiyasla biraz azaldigini ortaya koydu. O1'lerin
sinyali agikga artti (Tablo S1), ayrica HuA'nin kapsilenmesini ds indiriyor

ZIF-8 ¢ercevelerinde. XPS dar taramasi, yogunluk haricinde Zn2p3 (S ekil
S2a) ve N1s'in (S ekil S2b) 6l¢ Uen baglanma enerijisinin ZIF-8 ve
HUuA@ZIF-8'de ayni oldudunu ortaya ¢ikardi; bu, HuUA kapsidlemesinin
orijinal kimyasali degis tirmedigini gosterir. ZIF-8'in baglanmasi. Bununla
birlikte, HUA@ZIF-8'deki hem O1s (S ekil S2c) hem de C1s (S ekil S2d) dar
spektrumlari, HUA ve ZIF-8'den elde edilen kars ilik gelenlerle

kars 1las tirildiginda daha genis tepe noktalari gdsterdi ve bu da HUA'nin
ZIF-'deki bas arili kombinasyonunu daha da kanitlad. 8.

3.2. NIR kontrollUhipertermi ve Zn2+ salinimi

S ekil 4, farkh konsantrasyonlara sahip HUA@ZIF-8 NP dagilimlarinin
Vis - NIR absorpsiyon spektrumlarini géstermektedir. PBS'de hazirlanan
HUA@ZIF-8 NP dispersiyonlarinin Vis-NIR bdlgesinde genis bir
absorpsiyon sergiledigi ve absorpsiyon kabiliyetinin artan dalga boyu ile
azaldigi, bunun da bildirilen sodyum humat sonuglariyla benzer bir egilim
sergiledigi gozlemlendi [31 ], ayrica HUA@ZIF-8 NP'lerde HuA'nin bas arili
bir s ekilde tanitildigini dogrulamaktadir. Ek olarak, 820 nm dalga
boyunda 1s 1k emiliminde keskin bir dis & meydana geldi ve bu,
HUA@ZIF-8 NP'lerin fototermal etkilerine ilham vermek i¢in 808 nm NIR
1S 1ginIn se¢ilmesinin mantikl oldugunu d§ (ndirtyor. NP'lerin
konsantrasyonu arttikga NIR 1s 1k emme yeteneginin kademeli olarak
arttigi agiktl. S ekil 5a'da g0sterildigi gibi, NIRI1s 1k 1 inlamasi ile tim
numunelerin sicakliklari hizla artti ve 10 dakikalik 1s inlamadan sonra bir
platoya ulas ti. PBS'de HUA@ZIF-8 NP'lerin 0, 200, 500 ve 1000 pg/mL
dispersiyonlarinin maksimum sicaklidi sirasiyla 33,6 °C, 38,7 °C, 45,9 °C
ve 59,4 °C olup konsantrasyona bagl 6zelligi gésterir HUA@ZIF-8 NP
dagihmlarinin fototermal performansinin. S ekil 5b, HUA@ZIF-8 NP'lerin
NIR 15 1@inin1s Inlanmasi altinda iyi fototermal etkiler gercekles tirdigini
gorsel olarak gosteren, farkl konsantrasyonlara sahip HUA@ZIF-8 NP
dispersiyonlarinin kars 1lik gelen ger¢ek zamanli kizilétesi termal
gorintderini gosterdi. S ekil 5¢c gosterdi
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$ ekil 6. Bakterinin 0, 200, 500, 1000 pg/mL HuA@ ZIF-8 NP dispersiyonlari ile veya ile muamele edilmesinden sonra (a) S. aureus ve (b) E. coli tarafindan olus turulan
yas ayabilir kolonilerin tipik fotograflari 20 dakika boyunca 808 nm NIR lazer 1s inlamasi olmadan. Yaygin plaka sonuglarindan elde edilen (c) S. aureus ve (d) E. coli'ye
yénelik antibakteriyel yetenegin kars 1lik gelen histogramlari, ortalama + standart sapmalar olarak sunulur: *P < 0,05, **P < 0,01 ve*** P <0.001, n = 3.

1000 pg/mL konsantrasyonlu HUA@ZIF-8 NP'lerin dongsel fototermal isitma
egrileri. Is inlama déngusayisi arttikg a, sicakhgin biraz di tiguagikti. 3 déngiden
sonra sicaklik, $ ekil 1'de gésterilen HUA@ZIF-8 NP'lerin yerel pirolizine atfedilen
59.4 °C'den 54 °C'ye di§ tU.

Endiktif es les mis plazma atomik emisyon spektrometresi (ICP-AES) (S ekil
S3) ile 6lgUdi@ulzere, 1s Inlama siresi arttikga HUA@ZIF-8 NP'lerden Zn2+ salim
konsantrasyonu artti.
808 nm NIR I1s 1giile 5, 10, 15 ve 20 dakika 15 inlandiktan sonra, 1000 pg/mL
HUA®@ZIF-8 NPs dagiliminin Zn2+ salim konsantrasyonu sirasiyla 1,36, 1,74, 2,03
ve 2,53 mg/L idi. Maksimum Zn2+ konsantrasyonu, in vitro sitotoksisite es ik
degeri olarak bildirilen 6.0 mg/L'den ¢ok daha di§ ktu[51]. Aksine, karanlikta 20
dakika icinde PBS'ye batiriimis 1000 pg/mL HUA@ZIF-8 NP grubundan ¢ ok az
Zn2+ iyonu salindi. Bu sonug lar belirtilen

Zn2+ 'nin kontrolltsaliniminin, farkl streler icin NIR ir radyasyonu yoluyla elde
edilebilecedi. Bunun nedeni, NIR 15 inlamasi tarafindan tretilen yerel
hiperterminin, 1s inlama siresi arttik¢a kompozitleri kademeli olarak
par¢alamasina neden olurken, es -es zamanli HUA@ZIF-8 NP'lerin bozulmadan
kalmasiydi, bu da Zn2+ 'nin HUA@ZIF -'den sizdmesini hizlandirdi. 8 NP.

3.3. In vitro antibakteriyel aktivite

HUA@ZIF-8 NP'lerin S. aureus ve E. coli'ye kars 1 antibakteriyel aktivitesi,
yayllma plakasi yéntemiyle degerlendirildi. Bu ¢alis mada, HUA@ZIF-8 NP'lerin
hem S. aureus hem de E. coli'ye kars 1 benzer antibakteriyel egilim gosterdigi
goézlemlendi. Radyasyon uygulanmayan gruplarla karg ilas tirildiginda, kars ik
gelen NIR1s inlanmis grup, S. aureus ($ ekil 6a) ve E. coli'ye (S ekil 6b) kars 1
gelis mis antibakteriyel etkinlik gosterdi.

HuA@ZIF-8 NP konsantrasyonunun artmasiyla,

20 dakika boyunca 808 nm NIR lazere maruz birakildiginda, 0, 200, 500 ve 1000
pg/mL'lik HUA@ZIF-8 NP'lerin S'ye kars 1 antibakteriyel etkinligi %6,74, %26,33,
%29,91 ve %99,59 olarak hesaplanmis tir. aureus (S ekil 6¢) ve E. coli'ye kars 1
sirastyla %5,84, %23,10, %29,26 ve %99,37 (S ekil 6d). Bu sonuglar, HUA@ZIF-8
NP'lerin antibakteriyel aktivitesinin konsantrasyona bagh 6zelligini ortaya koydu.
1000 pg/mL HUA@ZIF-8 NP'ler, aralarinda en yiksek antibakteriyel etkinligi elde
etti ¢ inkUS ekil 5 ve $ ekil S3'te gosterilen sonuglara gore en yiksek sicaklik ve
salinan Zn2+ 'nin en biyk miktar bu konsantrasyonda elde edildi . (heeki
literatirlere gore [33,34,40,52], normal dokular i¢in givenli sicaklktaki tekli PTT
veya toksik olmayan konsantrasyonlu Zn2+ bakterileri etkili bir s ekilde 6ldirmek
i¢in yeterli degildi. Bu nedenle 1000 pg/mL HuA@ ZIF-8 NP'li grup bile karanlkta
20 dakika kdtirlendikten sonra iki bakteri tirine kars 1 %20'nin altinda daha d k
bir antibakteriyel oran sergiledi. Hazirlanan HUA@ZIF-8 NP'lerin antibakteriyel
aktivitesini daha fazla géstermek icin farkli numunelerle birlikte kitirlenen
bakterilerin canli/élifloresan boyamasi yapildi. Canli bakteriler yes il floresan ile
etiketlenirken, 6lubakteriler gorintr kirmizi floresan ile etiketlendi. S ekil S4'te
gosterildigi gibi, hem S. aureus hem de E. coli, tim gruplar igin benzer bir egilim
sergiledi. 20 dakika boyunca 808 nm NIR s 1diyla 1s inlandiktan sonra, bu gruplar
(zerindeki kirmizi noktalar, artan HUA@ZIF-8 NP konsantrasyonuyla bariz bir

s ekilde artti; bu, artan konsantrasyonun HUA@ZIF-8 NP'lerin éldirme yetenedini
gelis tirdigini gésteriyor. yayilma plakasi sonuglarina uygun olan bakteri. Tersine,
15 inlama yapilmamis tim gruplarin kirmizi noktalari ihmal edilebilir dizeydeydi
ve bu, 1s Inlama uygulanmamis numunelerin nispeten zayif antibakteriyel
kabiliyetini ortaya koyuyordu.
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S ekil 7. In vitro sitotoksisite sonug lari ve hicre morfolojisi. 20 dakika boyunca 808 nm NIR lazer 15 inlamasi ve 8 saat boyunca ortak kiltir (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, n = 3) (a) ve

kars ilik gelen hicre floresan boyama fotograflari (b), turuncu renk F-aktin'i ve mavi renk ¢ ekirdekleri gosterir (skar ¢cubugu: 50 mikron). Ve 24 saat boyunca ortak tedavi ve ortak kdtirden
sonra hicre canliliginin MTT testi (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, n = 3) (c) Bu s ekil efsanesinde renk, okuyucu bu makalenin web versiyonuna yonlendirilir).

3.4. in vitro sitotoksisite

MTT ile 6l¢ Uen HUA@ZIF-8 NP'lerin biyouyumlulugunun
degerlendirilmesi, S ekil 7a'da gosterilmis tir. HUA@ZIF-8 NP

dispersiyonlarinin 808 nm NIR lazer 1s imasi altinda 20 dakika muamele
edilmesinden ve ardindan 8 saat boyunca ortak kitirden sonra, 0, 200,

500 ve 1000 pg/mL HuA@'da NIH3T3-E1 hitre canllii ZIF-8 NP'leri
sirasiyla %108.37, %104.38, %104.69 ve %135.04792 olarak
hesaplanmis tir. Lazer 15 inlamasi uygulanmayan grupta ise hicre
canhhg zerinde belirgin bir degis iklik gdzlenmedi. Hicre kdtirt
kos ullarinda (olmadan) 24 saat inkibe edildikten sonra na nokompozitlerin herBkirislaNiRR|ktepfbakis Bpeletgasterildigi gibi, hicre canliligr azaldi

hicreler) ve PBS'de 490 nm (S ekil S5) dahil bir dalga boyu araliginda
gergekles tirildi ve kalan nanokompozitlerin MTT deneyleri (zerinde
6nemli bir etkiye neden olmadigi géridu Hicre morfolojisi ve yayllma
davranis lariincelendi ve kars 1lik gelen floresan gorintderi S ekil

7b'de gosterildi. HUA@ZIF-8 NP dispersiyonlarinin 808 nm NIR lazer ir
radyasyonu altinda 20 dakika sireyle is lenmesinden ve 8 saat boyunca
ortak kitirden sonra, 0, 200, 500 ve 1000 pg/mL'de belirgin bir morfoloji
degis ikligi olmadi. HUA@ZIF-8 gruplari. Daha fazla ¢alis ma yapilmasi
gerekmesine ragmen, kisa maruz kalma sireleri i¢in nanokompozitler
sitotoksik gérinmiyordu.
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HUA®@ZIF-8 NP'lerin 200, 500, 1000 pg/mL dispersiyonlari ile tedavilerden ve
24 saat boyunca NIR lazer 1 1masi olsun ya da olmasin ortak kdtirden sonra
keskin bir s ekilde, bu da HUA® ile uzun sire ortak kdtirin oldugunu goésterir.
ZIF-8 NP'leri, hicre canlih@ icin olumsuz olabilir. Bu nedenle, pratik
uygulamada toksisiteden kaginmak i¢in hicrelerin HUA@ZIF-8 NP'lerle
temas stresinin kontrol edilmesi gerekir.

4. Sonug

Cret olarak, HuA kapsilenmis ZIF-8 (HUA@ZIF-8) nanokompozitleri,
ZIF-8'in PVP ile modifiye edilmis HuA ¢evresinde yerinde biyttimesiyle
bas arili bir s ekilde tretilmis tir. NIR 15 131, Isiya don(s tirmek i¢in
kompozitlerdeki HuA tarafindan emilmekle kalmadi, ayni zamanda
kompozitlerin ayris masiyla birlikte ZIF-8'den Zn2+ salinimini da
kontrol etti. HUA@ZIF-8 NP'ler, fototermal performansin
konsantrasyona bagli 6zelligine sahipti ve Zn2+ 'nin kontrollusalim
konsantrasyonu, uzayan i1s inlama siresiyle artti. Zn2+ ve PTT'nin
kombinasyonu, hizli ve etkili bir sterilizasyon sagladi. Ayrica, NIR
1S Inlanmis gruplar, 1s inlanmamis gruplara kiyasla gelis mis
antibakteriyel etkinlik gosterdi ve HUA@ZIF-8 NP'lerin antibakteriyel
aktivitesinin konsantrasyona bagh oldugu kanitlandi. Ek olarak,
HUA@ZIF-8 NP'ler, kisa maruz kalma sirelerinde sitotoksik
gOrinmiyordu. Bu nedenle, NIR ile indiklenen PTT'nin Gstinlikleri,
mikemmel antibakteriyel etkinligi, iyi biyolojik bozunma kabiliyeti ve
d ik maliyeti dikkate alindidinda, bu 15 1§a duyarl platform,
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