
Bakteriyel  enfeksiyon,  özellikle  ilaca  dirençli  bakterilerin  artmasıyla  birlikte  tüm  dünyada  insan  sağlığını  ciddi  
şekilde  tehdit  etmektedir.  Bakterileri  hızlı  ve  verimli  bir  şekilde  öldürmek  için  ilaçsız  bir  strateji  geliştirmek  
acildir.  Bu  çalışmada,  hümik  asit  (HuA)  kapsüllü  zeolitik  imidazol  çerçeve-8  (ZIF-8)  (HuA@ZIF-8)  nanokompozitleri,  
ZIF-8'in  polivinilpirolidon  (PVP)  ile  modifiye  edilmiş  yüzeyinde  yerinde  büyümesiyle  sentezlendi.  HuA.  Sentezlenen  
nanokompozitler  iyi  fototermal  etkilere  sahiptir,  yani  10  dakikalık  NIR  ışıması  ile  1000  μg/mL  partikül  
konsantrasyonu  altında  sıcaklık  59.4  °C'ye  yükselmiştir.  Ek  olarak,  NIR  ışınlaması  kompozitlerden  Zn2+  
salınımını  da  kontrol  edebilir .  İyi  fototermal  etkiler,  NIR  ışığını  etkili  bir  şekilde  emebilen  HuA'dan  kaynaklanır.  
Zn2+  'nin  kontrollü  salımı,  NIR  ışık  ışıması  altında  ZIF-8'in  uyarılmış  ayrışmasına  atfedilir.  Fototermal  
tedavinin  sinerjistik  etkisi  ve  çinko  iyonlarının  salınması,  HuA@ZIF-8'in  mükemmel  antibakteriyel  etkinliğine  kısa  
sürede,  yani  20  dakikalık  NIR  ışınlaması  ile  Staphylococcus  aureus  ve  Escherichia  coli'ye  karşı  sırasıyla  %99,59  
ve  %99,37'ye  katkıda  bulunur.  Bu  çalışma,  hızlı  ve  etkili  sterilizasyon  için  iyi  biyolojik  bozunma  ve  düşük  
maliyetli,  ışığa  duyarlı  bir  platform  geliştirmek  için  umut  verici  bir  strateji  sunmaktadır.
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Karmaşık  doğal  reaksiyonlar  yoluyla  hayvan  ve  bitki  kalıntılarının  mikrobiyal  biyode  
gradasyonundan  doğal  olarak  türetilen  hümik  maddeler,  doğal  organiklerin  ana  
fraksiyonunu  oluşturur  [29].  Antik  çağlardan  beri  HuA ,  özellikle  jinekolojik,  kas-iskelet  
ve

1.  Giriş

Patojenik  bakteriler,  insan  hastalıklarının  en  yaygın  nedenlerinden  biridir  ve  
ölümcül  enfeksiyonlara  neden  olabilir  [1-3].  Örneğin,  bakteriyemi  ve  akut  
endokardite  sıklıkla  Staphylococcus  aureus  (S.  aureus)  neden  olur  [4,5].  Ayrıca,  
bu  tür  bakteriler,  özellikle  cilt  veya  mukozal  bariyerler  hasar  gördüğünde,  çeşitli  
deri  ve  yumuşak  doku  enfeksiyonlarına  neden  olabilir  [6-9].  Klinik  olarak  
antibiyotik  tedavisi,  bakteriyel  enfeksiyonları  önlemek  ve  tedavi  etmek  için  etkili  
bir  yöntemdir  [10,11].  Bununla  birlikte,  ilaca  karşı  direnç,  bakteriler  kullanılan  
ilaçları  yenme  yeteneği  geliştirdiğinde  ortaya  çıkar  [12,13].  Günümüzde  antibiyotik  
direnci,  insan  sağlığına  yönelik  en  büyük  tehditlerden  biri  haline  gelmiştir.  Bu  
nedenle,  hızlı  ve  güvenli  sterilizasyon  için  ilaçsız  yeni  bir  strateji  geliştirmek  
acildir.

Son  zamanlarda,  fototermal  terapi  (PTT),  tümör  ve  bakteriyel  gibi  
bazı  hastalıklar  için  etkili  bir  tedavi  stratejisi  olarak  kabul  edilmektedir.
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ışık  ışıması  altında  bazı  fototermal  dönüştürücü  ajanlar  (PTA'lar)  tarafından  üretilen  lokal  
hipertermiye  bağlı  olan  enfeksiyon  [14-17].  Çok  sayıdaki  PTA'lar  arasında,  yakın  kızılötesi  
(NIR)  ışık  soğurucu  ajanlar,  invaziv  olmama,  doku  hasarı  olmaması,  kısa  tedavi  süresi  ve  
belirgin  terapötik  etki  gibi  benzersiz  avantajları  nedeniyle  büyük  ilgi  görmektedir  [18-24].  
Altın  nanoparçacıklar  (NP'ler)  [25],  gümüş  NP'ler  [26],  grafen  oksit  [27]  ve  Prusya  mavisi  
bazlı  NP'ler  [28]  gibi  bazı  NIR  ışığı  soğuran  nanomalzemeler  PTT  uygulamaları  için  
geniş  çapta  araştırılmış  olsa  da,  bunların  nispeten  zayıf  biyobozunurluk  ve  yüksek  
maliyet,  gelecekteki  klinik  uygulamaların  önündeki  engellerdir.
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Şema  1.  PVP  ile  modifiye  edilmiş  HuA  çevresinde  ZIF-8'in  yerinde  büyümesiyle  HuA@ZIF-8  NP'lerin  sentezinin  şematik  gösterimi.

Z.  Liu  ve  ark.

ZIF-8'in  yerinde  büyümesiyle  elde  edilen  NP'ler),

Bu  nedenle,  antibakteriyel  strateji  olarak  sadece  Zn2+  kullanmak  ideal  bir  
bakterisidal  etkiye  ulaşmak  için  yetersizdir.  Bu  nedenle,  Zn2+  'nın  PTT  ile  
kombinasyonunun,  sinerjistik  bir  etki  yoluyla  tek  başına  Zn2+  veya  PTT'den  çok  

daha  iyi  antibakteriyel  etkinlik  sağlayacağını  varsayıyoruz.

2.3.  HuA@ZIF-8  NP'lerin  sentezi

Organik-inorganik  hibrit  gözenekli  malzemeler  olarak,  metal-organik  
çerçeveler  (MOF'ler),  MOF'lere  yüksek  spesifik  yüzey  alanı,  ayarlanabilir,  
ayarlanabilir  kafes  benzeri  bir  yapıya  sahip  [41,42]  metal  iyonları/kümeler  ve  
organik  ligantlardan  oluşur.  gözenek  boyutu  ve  teorik  olarak  sonsuz  yapılar.  
Sonuç  olarak,  MOF'ler  son  zamanlarda  yeni  fonksiyonel  materyaller  geliştirmek  
için  yaygın  olarak  kullanılmaktadır  [43,44].  MOF'lerin  bir  temsilcisi  olarak,  zeolitik  
imidazolat  çerçevesi  (ZIF-8),  ayarlanabilir  işlevsellikleri  ve  yüksek  gözenekliliği  
nedeniyle  birçok  biyomedikal  uygulama  için  araştırılmıştır  [45,46].  Son  çalışma,  
pH  7.4'te  ZIF-8'in  NIR  kaynaklı  ayrışma  fenomenini  ortaya  koydu  [47].  Sonuç  
olarak,  bakterileri  öldürmeye  yardımcı  olmak  için  NIR  ışınlaması  altında  Zn2+  'nın  
ZIF-8'den  salınmasını  kontrol  etmenin  mümkün  olduğuna  dair  başka  bir  hipotez  
önerebiliriz.

HuA@ZIF-8  NP'leri  üretmek  için  4  mL  2-metilimidazol  metanol  solüsyonu  (8  
mg/mL)  ve  3  mL  PVP  ile  modifiye  edilmiş  HuA  metanol  solüsyonu  (1  mg/mL)  aynı  
anda  20  mL  metanole  ilave  edildi.

Kısaca,  sürekli  karıştırarak  23  mL  metanole  4  mL  2-metilimidazol  metanol  
solüsyonu  (8  mg/mL)  ve  4  mL  Zn(N03)2  metanol  solüsyonu  (27.5  mg/mL)  ilave  
edildi.  10  dakika  karıştırıldıktan  sonra  reaksiyon  solüsyonu  50°C'de  3  saat  
karıştırılmadan  bırakıldı.

Tek  PTT'nin  hipertermi  altında  proteini  denatüre  ederek  bakterileri  öldürmesi  
için  tipik  olarak  60  °C  veya  daha  yüksek  sıcaklıklar  gerekir,  ancak  yüksek  sıcaklık  
veya  uzun  süre  NIR  ışığına  maruz  kalma,  çevredeki  normal  dokularda  termal  
hasara  neden  olabilir  [33].  Ancak,  daha  düşük  bir  sıcaklık  (örn.  43  °C),  kısa  sürede  
etkili  sterilizasyon  elde  etmek  için  yeterli  değildir  [34].  Bu  nedenle,  sinerjik  
stratejiler  talep  edilmektedir.

Cu,  Fe,  Zn  gibi  bazı  metalik  elementler  normal  düzeylerde  olduklarında  
hücresel  reaksiyonlar  da  dahil  olmak  üzere  birçok  fizyolojik  reaksiyona  katıldıkları  
için  insan  sağlığı  için  gerekli  elementlerdir  [35].  Birçok  çalışma,  yüksek  Zn2+  
konsantrasyonunun  bakterilere  karşı  inhibe  edici  etkisini  bildirmiştir  [36-38].  
Zn2+  'nin  altında  yatan  antibakteriyel  mekanizma,  homeostazı  bozmak  ve  bakteri  
zarlarına  proton  geçirgenliğini  arttırmak,  böylece  bakterilerde  glikolizi,  
glukoziltransferaz  üretimini  ve  polisakkarit  sentezini  inhibe  etmektir  [39].  Bununla  
birlikte,  Zn2+  'nın  bakterileri  etkili  bir  şekilde  öldürmesi  genellikle  uzun  zaman  
alır ,  bu  da  bakterilerde  çinko  direncine  neden  olabilir  [40].

polivinilpirolidon  (PVP)  ile  değiştirilmiş  HuA  (Şema  1).  Ve  hızlı  bakteri  öldürme  
için  Zn2+-  destekli  fototermal  terapi,  NIR  ışınlaması  yoluyla  geliştirildi.  Sinerjistik  
etki,  HuA  tarafından  üretilen  lokal  hipertermi  ve  ışınlama  altında  kompozitlerden  
kontrollü  Zn2+  salınımı  ile  elde  edildi  ve  HuA@ZIF-8'in  kısa  bir  süre  içinde  
mükemmel  bir  antibakteriyel  etkinliğine,  yani  Staphylococcus'a  karşı  %99,59  ve  
%99,37'ye  katkıda  bulundu.  aureus  ve  Escherichia  coli,  sırasıyla  20  dakikalık  NIR  
ışınlaması  ile.

karışım.

Reaksiyondan  sonra,  hazırlandığı  gibi  ZIF-8,  12.000  rpm'de  10  dakika  santrifüjleme  
yoluyla  toplandı,  iki  kez  metanol  ile  yıkandı  ve  son  olarak  daha  fazla  kullanım  için  
50  °C'de  4  saat  kurutuldu.

HuA'nın  biyomedikal  uygulamalar  için  biyogüvenliğini  kanıtlayan  dermatolojik  
hastalıklar.  Yakın  zamanda  yapılan  bir  çalışma,  HuA'nın  NIR  ışık  enerjisini  ısıya  
dönüştürmek  için  mükemmel  bir  yeteneğe  sahip  olduğunu  bildirmiştir  [31].  Bu  
nedenle,  bu  doğal  HuA,  düşük  maliyeti  ve  mükemmel  biyouyumluluğu  nedeniyle  
PTT  için  umut  verici  bir  fototermal  biyomateryaldir  [32].

2.2.  ZIF-8'in  İmalatı

2.1.  PVP  ile  modifiye  edilmiş  hümik  asit  sentezi

2.  Deneysel  prosedürler

10  dakika  karıştırıldıktan  sonra  yukarıdaki  karışımlara  4  mL  Zn(NO3)2  metanol  
solüsyonu  (27.5  mg/mL)  ilave  edildi  ve  10  dakika  daha  karıştırıldı.  Daha  sonra  
karışımlar  karıştırılmadan  50°C'de  3  saat  bekletildi.  Reaksiyon  sona  erdiğinde,  
çözeltinin  dibinde  koyu  kahverengi  tozların  çökeldiği  gözlendi,  bu  HuA@ZIF-8  
NP'lerin  oluşumunu  gösterir.  Süpernatan  atıldı  ve

İlk  olarak,  1.5  mL  deiyonize  (DI)  suya  40  mg  hümik  asit  (HuA)  ilave  edildi,  bir  
HuA  koloidal  solüsyonu  elde  etmek  için  30  dakika  ultrasonik  olarak  dağıtıldı  ve  
ardından  yukarıdaki  HuA  koloidal  solüsyonuna  80  mg  PVP  ilave  edildi.  Bundan  
sonra,  karışım  3  saat  ultrasonik  banyoya  tabi  tutuldu.  Son  olarak,  siyah  PVP  ile  
modifiye  edilmiş  HuA  tozları,  dondurularak  kurutularak  elde  edildi.

Yukarıdaki  iki  varsayım  göz  önüne  alındığında,  bu  çalışmada  HuA,  
nanokompozitler  oluşturmak  için  ZIF-8'in  MOF'unda  kapsüllenmiştir  (HuA@ZIF-8
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HuA@ZIF-8  NP'lerin  antibakteriyel  aktivitesini  daha  fazla  değerlendirmek  için  
bu  çalışmada  Canlı/Ölü  floresan  boyama  kullanıldı.  Ayrıntılar  önceki  yayınımıza  
[14]  atıfta  bulunulmuştur.

eklenmiş  MEM/EBSS  (HyClone)  ortamında  kültürlendiler.

2.9.  In  vitro  sitotoksisite  deneyi

2.7.  In  vitro  antibakteriyel  test

Şekil  1a'da  gösterildiği  gibi ,  SEM  görüntüsü,  sentezlenen  ZIF-8  NP'lerin,  
yaklaşık  500  nm'lik  tekdüze  bir  boyuta  sahip  bir  nano-küp  yapısı  sergilediğini  

gösterdi.  Buna  karşılık,  ZIF-8'in  poli  vinilpirolidon  (PVP)  ile  modifiye  edilmiş  
HuA'nın  yüzeyinde  yerinde  büyümesi,  düzensiz  bir  şekle  sahip  sentezlenmiş  
HuA@ZIF-8  NP'lerin  boyutunu  önemli  ölçüde  azalttı.  Şekil  lb'den  HuA@ZIF-8  
NP'lerin  ortalama  boyutunun  yaklaşık  120  nm  olduğu  gözlemlendi .  Bu  
çalışmada  PVP,  PVP  ile  modifiye  edilmiş  HuA  oluşturmak  üzere  HuA  koloidal  
parçacıklarının  yüzeyi  tarafından  emildi.  Önceki  çalışmaya  göre,  nanoparçacıkların  
yüzeyine  adsorbe  edilen  PVP,  reaksiyon  çözeltisindeki  nanoparçacıkları  stabilize  
etme  ve  pirolidon  halkaları  (C]O)  ve  çinko  atomları  arasındaki  zayıf  koordinasyon  
etkileşimleri  yoluyla  nanoparçacıkların  koordinasyon-polimer  kürelerine  
afinitesini  artırma  rolü  oynadı.  ZIF  düğümlerinde  ve  arasındaki  hidrofobik  
etkileşimler  yoluyla

HuA@ZIF-8  NP'lerin  sitotoksisitesi,  NIH3T3-E1  hücreleri  üzerinde  bir  3-(4.5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromür  (MTT)  deneyi  kullanılarak  test  
edildi.  Analizden  önce,  NIH3T3-E1  hücreleri  (5  x  104  hücre/cm2 ),  Dulbecco'nun  
modifiye  edilmiş  kartal  ortamında  (DMEM)  tutuldu,  ardından  96  oyuklu  plakalara  
ekildi  (oyuk  başına  200  uL  toplam  hacim)  ve  24  saat  kültürlendi.  Hücre  duvara  
yapıştırıldıktan  sonra,  sırasıyla  DMEM'de  0,  200,  500,  1000  μg/mL'ye  seyreltilmiş  
dört  HuA@ZIF-8  NP  örneği  kuyucuğa  eklendi.  Her  numune  iki  gruba  ayrıldı  (20  
dakika  808  nm  NIR  lazer  ile  ışınlandı  veya  20  dakika  ışınlanmadan  kültürlendi).

Bu  çalışmada,  HuA@ZIF-8  NP'lerin  Gram-negatif  bakteri  ve  Gram  temsilcisi  
olarak  Escherichia  coli  (E.  coli)  ve  Staphylococcus  aureus'a  (S.  aureus)  karşı  
antibakteriyel  etkinliğini  değerlendirmek  için  yayılmış  plaka  deneyleri  yapıldı.  
-pozitif  bakteri.

2.10.  In  vitro  hücre  morfolojisi

3.  Sonuçlar  ve  tartışma

2.8.  Hücre  kültürü

2.4.  malzeme  karakterizasyonu

3.1.  HuA@ZIF-8  NP'lerin  hazırlanması  ve  karakterizasyonu

Yukarıdaki  MTT  tahlil  prosedürlerini  takiben,  5  x  104  hücre/cm2  yoğunluğa  
sahip  hücreler ,  96  oyuklu  bir  plaka  içinde  8  saat  boyunca  HuA@ZIF-8  NP'lerin  
farklı  konsantrasyon  dispersiyonlarıyla  birlikte  kültürlendi  ve  ardından  üç  kez  PBS  
ile  durulandı. .  Daha  sonra  hücreler,  oda  sıcaklığında  10  dakika  boyunca  %4  paraf  
formaldehit  solüsyonu  ile  fikse  edildi  ve  daha  sonra  PBS  ile  durulandı.  Daha  sonra  
hücreler,  oda  sıcaklığında  30  dakika  Tetrametilrhodamin  (TRICT)  ile  boyandı,  PBS  
ile  durulandı  ve  daha  sonra  30  saniye  boyunca  4',  6-diamidino  2-fenilindol  (DAPI;  
YiSen,  Shanghai)  ile  boyandı.  2  kez  PBS  ile  yıkandıktan  sonra  ters  floresans  
mikroskobu  (IFM,  Olympus,  IX73)  ile  hücre  morfolojileri  gözlendi.

ürün  9000  rpm'de  10  dakika  santrifüjlendi,  ardından  iki  kez  metanol  ile  yıkandı,  
daha  fazla  kullanım  için  50  °C'de  4  saat  kurutuldu.

2.6.  Zn2+  'nın  in  vitro  salınımı

Sentezlenen  nano  tozların  boyutu  ve  morfolojileri,  enerji  dağılımlı  spektroskopi  
(EDS)  ve  transmisyon  elektron  mikroskobu  (TEM,  Tecnai  G20,  FEI,  ABD)  ile  
donatılmış  taramalı  elektron  mikroskobu  (SEM,  JSM6510LV)  kullanılarak  
gözlemlendi.  NP'lerin  kristalliği  ve  saflığı,  2θ  5-30°  aralığında  Cu  Ka  radyasyonu  
(λ  =  1.54051,  1.54433  Å)  kullanılarak  XRD  (D8A25,  BRUKER,  Almanya)  ile  
incelenmiştir.  Malzemelerin  kimyasal  bileşimleri,  Fourier  dönüşümü  kızılötesi  
spektroskopisi  (FTIR,  NICOLET  iS10)  ve  X-ışını  fotoelektron  spektroskopisi  (XPS,  
ESCALAB  250Xi,  Thermo  Scientific,  ABD)  ile  belirlendi.  Vis-NIR  spektrumları,  bir  
UV-vis-NIR  spektrometresi  (UV-vis-NIR,  UV-3600,  Shimadu,  Japonya)  kullanılarak  
belirlendi.

2.11.  İstatistik  analizi

%10  fetal  sığır  serumu  (FBS),  %1  penisilin  -  streptomisin  solüsyonu  ve  %1  Amino  
Asitler  Solüsyonu  ile,  daha  sonra  37  °C'de  %5  CO2'lik  nemli  bir  atmosferde  inkübe  
edildi.  Ortam  her  üç  günde  bir  yenilendi.  Ayrıntılı  prosedür  başka  bir  yerde  
bulunabilir  [36,43].

808  nm  ışınlama  altında  HuA@ZIF-8  NP'lerden  Zn2+  salınımını  ölçmek  için ,  
PBS  içinde  dağılmış  1000  μg/mL  HuA@ZIF-8  NP,  20  dakikaya  kadar  farklı  
sürelerde  808  nm  NIR  lazere  maruz  bırakıldı  ve  daha  sonra  12.000  rpm'de  10  
dakika  santrifüjlendi.  Süpernatan  toplandı  ve  HuA@ZIF-8  NP'lerden  salınan  Zn2+  
konsantrasyonunu  belirlemek  için  endüktif  eşleşmiş  plazma  atomik  emisyon  
spektrometresi  (ICP-AES,  Optimal  8000,  PE,  ABD)  ile  analiz  edildi.

Deneyin  bilimsel  ve  titiz  sonuçlarından  emin  olmak  için,  tüm  deneysel  veriler  
en  az  üç  teste  dayalı  olarak  ortalama  ±  standart  sapma  olarak  değerlendirildi  ve  
tek  yönlü  ANOVA  ile  analiz  edildi.

2.5.  Fototermal  performans  testi 20  dakika  ışınlandıktan  veya  20  dakika  ışınlanmadan  kültürlendikten  sonra  
hücreler  sırasıyla  8  saat  ve  24  saat  inkübe  edildi.  Daha  sonra  her  kuyucuğa  5  μg/
mL  konsantrasyonda  MTT  solüsyonu  eklendi  ve  37°C'de  4  saat  inkübe  edildi.  Daha  
sonra  medyum  uzaklaştırıldı,  her  bir  kuyucuğa  200  µL  dimetil  sülfoksit  (DMSO)  
solüsyonu  eklendi  ve  plak  10  dakika  çalkalandı.  Daha  sonra  solüsyon  12  saat  
bekletildi,  100  μL  süpernatan  alındı  ve  490  nm'de  absorbansını  (OD)  belirlemek  
için  bir  mikroplaka  okuyucu  (SpectraMax  I3MD  ABD)  ile  ölçüldü  [43,48].  Sonuçlar,  
hücre  canlılığının  yüzdesi  olarak  ifade  edildi  ve  deney,  üç  kopya  halinde  
gerçekleştirildi.

Standart  işleme  göre  steril  Luria-Bertani  (LB)  suyu  ve  LB  agar  plakaları  hazırlandı.  
Her  grup,  antibakteriyel  test  için  üç  paralel  örnek  içermiştir.  PBS  içinde  
HuA@ZIF-8  NP'lerin  20  μL  dört  farklı  konsantrasyon  dağılımı  (0,  2,  5  ve  10  mg/
mL),  180  μL  seyreltilmiş  bakteri  süspansiyonu  (107  CFU/mL )  karışımı  içeren  96  
oyuklu  plakalara  eklendi )  sırasıyla  steril  (LB)  kültür  ortamında  kültürlendi.  Tüm  
örnekler  iki  gruba  ayrıldı,  yani  biri  808  nm  NIR  lazer  ile  20  dakika  ışınlandı  ve  
diğeri  20  dakika  ışınlama  yapılmadan  kültürlendi.

Bu  çalışmada  fare  fibroblast  hücre  hattı  (NIH3T3-E1)  uygulandı.

Fosfat  tamponlu  salin  (PBS,  pH  =  7.4)  içinde  dört  tür  konsantrasyona  (0,  200,  
500  ve  1000  μg/mL)  sahip  HuA@ZIF-8  NP'lerin  dağılımları,  808  nm  NIR  lazerine  
(güç  yoğunluk:  1,8  W/cm2 )  20  dakika  süreyle  ve  Termal  Görüntüleyici  (FLIR,  E40,  
0,1  °C  doğrulukla)  kullanılarak  toplam  20  dakika  boyunca  1  dakikalık  aralıklarla  
sıcaklığın  izlenmesi  sağlandı.

20  dakika  ışınlandıktan  veya  20  dakika  ışıksız  kültürlendikten  sonra  her  bir  
kuyudan  20  μL  solüsyon  ekstrakte  edildi  ve  seyreltildikten  sonra  LB  agar  plakasının  
yüzeyine  yayıldı.  Daha  sonra  E.  coli  veya  S.  aureus  içeren  LB  agar  plakları  37  °C'de  
24  saat  inkübe  edildi.  Daha  sonra  plakalar  üzerindeki  bakteri  kolonisi  fotoğraflandı  
ve  canlı  bakteri  koloni  oluşturan  birimlerin  (CFU)  sayıları  sayıldı  ve  önceki  
çalışmaya  göre  antibakteriyel  oranı  hesaplandı  [43].
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apolar  PVP  grupları  ve  organik  bağlayıcılar  [49].  Yukarıdaki  iki  
etkileşim,  ZIF-8  NP'lere  kıyasla  HuA@ZIF-8  NP'lerin  boyutunun  ve  
düzensiz  şeklinin  azalmasını  açıklayabilir.  Hazırlanan  HuA@ZIF-8  ile  
karşılaştırıldığında,  20  dakikalık  NIR  lazer  ışınlaması

HuA'nın  fototermal  etkilerinin  NP'lerin  parçalanmasını  indüklemesinden  
kaynaklanabilecek,  daha  düzensiz  şekle  ve  yaklaşık  40 100  nm'lik  
(Şekil  1c)  çok  daha  küçük  boyuta  sahip  kompozit  NP'lerde  önemli  
değişiklik.  Şekil  1d-1f'de  gösterilen  TEM  görüntüleri  ayrıca

Şekil  4.  Farklı  konsantrasyonlarda  PBS  içinde  hazırlanmış  HuA@ZIF-8  NP  
dispersiyonlarının  Vis    NIR  absorpsiyon  spektrumları  (Siyah  düz  çizgi:  820  nm'de  ışık  
absorpsiyonunun  keskin  düşüşü).

Şekil  2.  Sentezlenen  nanoparçacıkların  XRD  desenleri.

Şekil  1.  (a)  ZIF-8,  (b)  0  dakika  NIR  lazer  ışınımına  maruz  kalan  HuA@ZIF-8  NP'lerin,  (c)  20  dakika  NIR  lazer  ışınımına  maruz  kalan  HuA@ZIF-8  NP'lerin  SEM  görüntüleri;  (d)  ZIF-8'in  
TEM  görüntüleri,  (e)  0  dakika  boyunca  NIR  lazer  ışınımına  maruz  kalan  HuA@ZIF-8  NP'ler,  (f)  20  dakika  boyunca  NIR  lazer  ışınımına  maruz  kalan  HuA@ZIF-8  NP'ler.

Şekil  3.  Sentezlenen  malzemelerin  kimyasal  bileşimleri.  (a)  FTIR  spektrumları,  (b)  XPS  tarama  taraması.
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SEM  gözlemiyle  iyi  bir  uyum  içinde  olan  karşılık  gelen  NP'lerin  evrimi.

Şekil  S1'de  gösterildiği  gibi  SEM  görüntüleri,  HuA@ZIF-8  NP'lerin  
morfolojilerini  hücre  kültürüyle  aynı  koşullarda  (Petri  kapları,  hücre  kültürü  
ortamı,  37  °C,  %5  CO2,  vb.)  8  saat  boyunca  gösterdi.  ve  sırasıyla  24  saat.  
Hem  Şekil  S1a  hem  de  Şekil  S1b,  nanoparçacıkların  yapısında  çok  az  
değişiklik  gösterdi;  bu,  HuA@ZIF-8  NP'lerin  hücre  kültürü  koşullarında  
nispeten  kararlı  olabileceğini  gösterir.

Şekil  2'de  gösterilen  X-ışını  kırınım  (XRD)  modelleri ,  sentezlenmiş  
ZIF-8  ve  HuA@ZIF-8  NP'lerin  iyi  kristalleşmesini  ortaya  çıkardı.  Bu  
çalışmada,  hazırladığımız  ZIF-8,  sırasıyla  (011),  (002),  (112)  ve  (222)  
kristal  düzlemine  karşılık  gelen  7.3°,  10.3°,  12.8°,  18.25°'de  tepe  noktaları  
gösterdi.  bu  standart  ZIF-8'in  [49,50]  faz  yapısına  uygundu.  Ek  olarak,  
hazırlanan  HuA@ZIF-8  NP'leri,  aynı  faz  yapılarını  gösteren,  ZIF-8'inkiyle  
hemen  hemen  aynı  XRD  modelini  sergiledi.  Bununla  birlikte,  ilkinden  elde  
edilen  XRD  modeliyle  karşılaştırıldığında,  ikincisinin  yarı  maksimumdaki  
tam  genişliği  önemli  ölçüde  azaldı;  Şekil  1'de  gösterilen  sonuçlar .

3.2.  NIR  kontrollü  hipertermi  ve  Zn2+  salınımı

ZIF-8  çerçevelerinde.  XPS  dar  taraması,  yoğunluk  haricinde  Zn2p3  (Şekil  
S2a)  ve  N1s'in  (Şekil  S2b)  ölçülen  bağlanma  enerjisinin  ZIF-8  ve  
HuA@ZIF-8'de  aynı  olduğunu  ortaya  çıkardı;  bu,  HuA  kapsüllemesinin  
orijinal  kimyasalı  değiştirmediğini  gösterir.  ZIF-8'in  bağlanması.  Bununla  
birlikte,  HuA@ZIF-8'deki  hem  O1s  (Şekil  S2c)  hem  de  C1s  (Şekil  S2d)  dar  
spektrumları,  HuA  ve  ZIF-8'den  elde  edilen  karşılık  gelenlerle  
karşılaştırıldığında  daha  geniş  tepe  noktaları  gösterdi  ve  bu  da  HuA'nın  
ZIF-'deki  başarılı  kombinasyonunu  daha  da  kanıtladı.  8.

Şekil  3a'da  gösterildiği  gibi ,  PVP  ile  modifiye  edilmiş  HuA'nın  FTIR  
spektrumu,  2940  cm-1  ve  1562  cm-1'de  tepe  noktaları  gösterdi .  İlki,  
PVP'nin  C–H  germe  bağı  titreşimine  atanırken,  ikincisi  HuA'ya  ait  COOH  
radikaline  aitti  [32],  bu  da  PVP'nin  HuA  ile  başarılı  aşılamasını  gösteriyor.  
ZIF-8  ile  karşılaştırıldığında,  HuA@ZIF-8'den  elde  edilen  FTIR  
spektrumundaki  1671  cm-1'deki  yeni  zirve ,  hümik  asitte  PVP'nin  C]O  
germe  bağ  titreşimine  atanmıştır,  bu  da  HuA'nın  başarılı  bir  şekilde  
kapsüllenmesini  önermektedir.  ZIF-8.  Şekil  3b'de  gösterilen  XPS  tarama  
taraması ,  kapsüllemeden  sonra  HuA@ZIF-8'deki  Zn  ve  N'nin  sinyal  
yoğunluğunun  ZIF-8'dekine  kıyasla  biraz  azaldığını  ortaya  koydu.  O1'lerin  
sinyali  açıkça  arttı  (Tablo  S1),  ayrıca  HuA'nın  kapsüllenmesini  düşündürüyor

Şekil  4 ,  farklı  konsantrasyonlara  sahip  HuA@ZIF-8  NP  dağılımlarının  
Vis  -  NIR  absorpsiyon  spektrumlarını  göstermektedir.  PBS'de  hazırlanan  
HuA@ZIF-8  NP  dispersiyonlarının  Vis-NIR  bölgesinde  geniş  bir  
absorpsiyon  sergilediği  ve  absorpsiyon  kabiliyetinin  artan  dalga  boyu  ile  
azaldığı,  bunun  da  bildirilen  sodyum  humat  sonuçlarıyla  benzer  bir  eğilim  
sergilediği  gözlemlendi  [31 ],  ayrıca  HuA@ZIF-8  NP'lerde  HuA'nın  başarılı  
bir  şekilde  tanıtıldığını  doğrulamaktadır.  Ek  olarak,  820  nm  dalga  
boyunda  ışık  emiliminde  keskin  bir  düşüş  meydana  geldi  ve  bu,  
HuA@ZIF-8  NP'lerin  fototermal  etkilerine  ilham  vermek  için  808  nm  NIR  
ışığının  seçilmesinin  mantıklı  olduğunu  düşündürüyor.  NP'lerin  
konsantrasyonu  arttıkça  NIR  ışık  emme  yeteneğinin  kademeli  olarak  
arttığı  açıktı.  Şekil  5a'da  gösterildiği  gibi ,  NIR  ışık  ışınlaması  ile  tüm  
numunelerin  sıcaklıkları  hızla  arttı  ve  10  dakikalık  ışınlamadan  sonra  bir  
platoya  ulaştı.  PBS'de  HuA@ZIF-8  NP'lerin  0,  200,  500  ve  1000  μg/mL  
dispersiyonlarının  maksimum  sıcaklığı  sırasıyla  33,6  °C,  38,7  °C,  45,9  °C  
ve  59,4  °C  olup  konsantrasyona  bağlı  özelliği  gösterir  HuA@ZIF-8  NP  
dağılımlarının  fototermal  performansının.  Şekil  5b,  HuA@ZIF-8  NP'lerin  
NIR  ışığının  ışınlanması  altında  iyi  fototermal  etkiler  gerçekleştirdiğini  
görsel  olarak  gösteren,  farklı  konsantrasyonlara  sahip  HuA@ZIF-8  NP  
dispersiyonlarının  karşılık  gelen  gerçek  zamanlı  kızılötesi  termal  
görüntülerini  gösterdi.  Şekil  5c  gösterdi

Şekil  5.  Farklı  konsantrasyonlarda  (a)  PBS  içinde  hazırlanmış  HuA@ZIF-8  NP  dispersiyonlarının  fototermal  ısıtma  eğrileri  ve  karşılık  gelen  gerçek  zamanlı  
kızılötesi  termal  görüntüler  (b)  ve  HuA@ZIF-'nin  döngüsel  fototermal  ısıtma  eğrileri  1000  μg/mL  (c)  konsantrasyonlu  8  NP.
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808  nm  NIR  ışığı  ile  5,  10,  15  ve  20  dakika  ışınlandıktan  sonra,  1000  μg/mL  
HuA@ZIF-8  NPs  dağılımının  Zn2+  salım  konsantrasyonu  sırasıyla  1,36,  1,74,  2,03  
ve  2,53  mg/L  idi.  Maksimum  Zn2+  konsantrasyonu,  in  vitro  sitotoksisite  eşik  
değeri  olarak  bildirilen  6.0  mg/L'den  çok  daha  düşüktü  [51].  Aksine,  karanlıkta  20  
dakika  içinde  PBS'ye  batırılmış  1000  μg/mL  HuA@ZIF-8  NP  grubundan  çok  az  
Zn2+  iyonu  salındı.  Bu  sonuçlar  belirtilen

HuA@ZIF-8  NP  konsantrasyonunun  artmasıyla,

Endüktif  eşleşmiş  plazma  atomik  emisyon  spektrometresi  (ICP-AES)  (Şekil  
S3)  ile  ölçüldüğü  üzere,  ışınlama  süresi  arttıkça  HuA@ZIF-8  NP'lerden  Zn2+  salım  
konsantrasyonu  arttı.

HuA@ZIF-8  NP'lerin  S.  aureus  ve  E.  coli'ye  karşı  antibakteriyel  aktivitesi,  
yayılma  plakası  yöntemiyle  değerlendirildi.  Bu  çalışmada,  HuA@ZIF-8  NP'lerin  
hem  S.  aureus  hem  de  E.  coli'ye  karşı  benzer  antibakteriyel  eğilim  gösterdiği  
gözlemlendi.  Radyasyon  uygulanmayan  gruplarla  karşılaştırıldığında,  karşılık  
gelen  NIR  ışınlanmış  grup,  S.  aureus  (Şekil  6a)  ve  E.  coli'ye  (Şekil  6b)  karşı  
gelişmiş  antibakteriyel  etkinlik  gösterdi.

20  dakika  boyunca  808  nm  NIR  lazere  maruz  bırakıldığında,  0,  200,  500  ve  1000  
μg/mL'lik  HuA@ZIF-8  NP'lerin  S'ye  karşı  antibakteriyel  etkinliği  %6,74,  %26,33,  
%29,91  ve  %99,59  olarak  hesaplanmıştır.  aureus  (Şekil  6c)  ve  E.  coli'ye  karşı  
sırasıyla  %5,84,  %23,10,  %29,26  ve  %99,37  (Şekil  6d).  Bu  sonuçlar,  HuA@ZIF-8  
NP'lerin  antibakteriyel  aktivitesinin  konsantrasyona  bağlı  özelliğini  ortaya  koydu.  
1000  μg/mL  HuA@ZIF-8  NP'ler,  aralarında  en  yüksek  antibakteriyel  etkinliği  elde  
etti  çünkü  Şekil  5  ve  Şekil  S3'te  gösterilen  sonuçlara  göre  en  yüksek  sıcaklık  ve  
salınan  Zn2+  'nın  en  büyük  miktarı  bu  konsantrasyonda  elde  edildi .  Önceki  
literatürlere  göre  [33,34,40,52],  normal  dokular  için  güvenli  sıcaklıktaki  tekli  PTT  
veya  toksik  olmayan  konsantrasyonlu  Zn2+  bakterileri  etkili  bir  şekilde  öldürmek  
için  yeterli  değildi.  Bu  nedenle  1000  μg/mL  HuA@  ZIF-8  NP'li  grup  bile  karanlıkta  
20  dakika  kültürlendikten  sonra  iki  bakteri  türüne  karşı  %20'nin  altında  daha  düşük  
bir  antibakteriyel  oran  sergiledi.  Hazırlanan  HuA@ZIF-8  NP'lerin  antibakteriyel  
aktivitesini  daha  fazla  göstermek  için  farklı  numunelerle  birlikte  kültürlenen  

bakterilerin  canlı/ölü  floresan  boyaması  yapıldı.  Canlı  bakteriler  yeşil  floresan  ile  
etiketlenirken,  ölü  bakteriler  görünür  kırmızı  floresan  ile  etiketlendi.  Şekil  S4'te  
gösterildiği  gibi,  hem  S.  aureus  hem  de  E.  coli,  tüm  gruplar  için  benzer  bir  eğilim  
sergiledi.  20  dakika  boyunca  808  nm  NIR  ışığıyla  ışınlandıktan  sonra,  bu  gruplar  
üzerindeki  kırmızı  noktalar,  artan  HuA@ZIF-8  NP  konsantrasyonuyla  bariz  bir  
şekilde  arttı;  bu,  artan  konsantrasyonun  HuA@ZIF-8  NP'lerin  öldürme  yeteneğini  
geliştirdiğini  gösteriyor.  yayılma  plakası  sonuçlarına  uygun  olan  bakteri.  Tersine,  
ışınlama  yapılmamış  tüm  grupların  kırmızı  noktaları  ihmal  edilebilir  düzeydeydi  
ve  bu,  ışınlama  uygulanmamış  numunelerin  nispeten  zayıf  antibakteriyel  
kabiliyetini  ortaya  koyuyordu.3.3.  İn  vitro  antibakteriyel  aktivite

1000  μg/mL  konsantrasyonlu  HuA@ZIF-8  NP'lerin  döngüsel  fototermal  ısıtma  
eğrileri.  Işınlama  döngü  sayısı  arttıkça,  sıcaklığın  biraz  düştüğü  açıktı.  3  döngüden  
sonra  sıcaklık,  Şekil  1'de  gösterilen  HuA@ZIF-8  NP'lerin  yerel  pirolizine  atfedilen  
59.4  °C'den  54  °C'ye  düştü .

Zn2+  'nın  kontrollü  salınımının,  farklı  süreler  için  NIR  ir  radyasyonu  yoluyla  elde  
edilebileceği.  Bunun  nedeni,  NIR  ışınlaması  tarafından  üretilen  yerel  
hiperterminin,  ışınlama  süresi  arttıkça  kompozitleri  kademeli  olarak  
parçalamasına  neden  olurken,  eş-eşzamanlı  HuA@ZIF-8  NP'lerin  bozulmadan  
kalmasıydı,  bu  da  Zn2+  'nın  HuA@ZIF  -'den  süzülmesini  hızlandırdı.  8  NP.

Z.  Liu  ve  ark.

Şekil  6.  Bakterinin  0,  200,  500,  1000  μg/mL  HuA@  ZIF-8  NP  dispersiyonları  ile  veya  ile  muamele  edilmesinden  sonra  (a)  S.  aureus  ve  (b)  E.  coli  tarafından  oluşturulan  
yaşayabilir  kolonilerin  tipik  fotoğrafları  20  dakika  boyunca  808  nm  NIR  lazer  ışınlaması  olmadan.  Yaygın  plaka  sonuçlarından  elde  edilen  (c)  S.  aureus  ve  (d)  E.  coli'ye  
yönelik  antibakteriyel  yeteneğin  karşılık  gelen  histogramları,  ortalama  ±  standart  sapmalar  olarak  sunulur:  *P  <  0,05,  **P  <  0,01  ve***  P  <  0.001,  n  =  3.
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MTT  ile  ölçülen  HuA@ZIF-8  NP'lerin  biyouyumluluğunun  
değerlendirilmesi,  Şekil  7a'da  gösterilmiştir.  HuA@ZIF-8  NP  
dispersiyonlarının  808  nm  NIR  lazer  ışıması  altında  20  dakika  muamele  
edilmesinden  ve  ardından  8  saat  boyunca  ortak  kültürden  sonra,  0,  200,  
500  ve  1000  μg/mL  HuA@'da  NIH3T3-E1  hücre  canlılığı  ZIF-8  NP'leri  
sırasıyla  %108.37,  %104.38,  %104.69  ve  %135.04792  olarak  
hesaplanmıştır.  Lazer  ışınlaması  uygulanmayan  grupta  ise  hücre  
canlılığı  üzerinde  belirgin  bir  değişiklik  gözlenmedi.  Hücre  kültürü  
koşullarında  (olmadan)  24  saat  inkübe  edildikten  sonra  na  nokompozitlerin  her  iki  Vis  -  NIR  absorbans  spektrumu

3.4.  in  vitro  sitotoksisite hücreler)  ve  PBS'de  490  nm  (Şekil  S5)  dahil  bir  dalga  boyu  aralığında  
gerçekleştirildi  ve  kalan  nanokompozitlerin  MTT  deneyleri  üzerinde  
önemli  bir  etkiye  neden  olmadığı  görüldü.  Hücre  morfolojisi  ve  yayılma  
davranışları  incelendi  ve  karşılık  gelen  floresan  görüntüleri  Şekil  
7b'de  gösterildi.  HuA@ZIF-8  NP  dispersiyonlarının  808  nm  NIR  lazer  ir  
radyasyonu  altında  20  dakika  süreyle  işlenmesinden  ve  8  saat  boyunca  
ortak  kültürden  sonra,  0,  200,  500  ve  1000  μg/mL'de  belirgin  bir  morfoloji  
değişikliği  olmadı.  HuA@ZIF-8  grupları.  Daha  fazla  çalışma  yapılması  
gerekmesine  rağmen,  kısa  maruz  kalma  süreleri  için  nanokompozitler  
sitotoksik  görünmüyordu.

Bununla  birlikte,  Şekil  7c'de  gösterildiği  gibi,  hücre  canlılığı  azaldı

Z.  Liu  ve  ark.

Şekil  7.  İn  vitro  sitotoksisite  sonuçları  ve  hücre  morfolojisi.  20  dakika  boyunca  808  nm  NIR  lazer  ışınlaması  ve  8  saat  boyunca  ortak  kültür  (*P  <  0.05,  **P  <  0.01,  ***P  <  0.001,  n  =  3)  (a)  ve  
karşılık  gelen  hücre  floresan  boyama  fotoğrafları  (b),  turuncu  renk  F-aktin'i  ve  mavi  renk  çekirdekleri  gösterir  (skar  çubuğu:  50  mikron).  Ve  24  saat  boyunca  ortak  tedavi  ve  ortak  kültürden  
sonra  hücre  canlılığının  MTT  testi  (*P  <  0.05,  **P  <  0.01,  ***P  <  0.001,  n  =  3)  (c)  Bu  şekil  efsanesinde  renk,  okuyucu  bu  makalenin  web  versiyonuna  yönlendirilir).
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HuA@ZIF-8  NP'lerin  200,  500,  1000  μg/mL  dispersiyonları  ile  tedavilerden  ve  
24  saat  boyunca  NIR  lazer  ışıması  olsun  ya  da  olmasın  ortak  kültürden  sonra  
keskin  bir  şekilde,  bu  da  HuA@  ile  uzun  süre  ortak  kültürün  olduğunu  gösterir.  
ZIF-8  NP'leri,  hücre  canlılığı  için  olumsuz  olabilir.  Bu  nedenle,  pratik  
uygulamada  toksisiteden  kaçınmak  için  hücrelerin  HuA@ZIF-8  NP'lerle  
temas  süresinin  kontrol  edilmesi  gerekir.
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Özet  olarak,  HuA  kapsüllenmiş  ZIF-8  (HuA@ZIF-8)  nanokompozitleri,  
ZIF-8'in  PVP  ile  modifiye  edilmiş  HuA  çevresinde  yerinde  büyütülmesiyle  
başarılı  bir  şekilde  üretilmiştir.  NIR  ışığı,  ısıya  dönüştürmek  için  
kompozitlerdeki  HuA  tarafından  emilmekle  kalmadı,  aynı  zamanda  
kompozitlerin  ayrışmasıyla  birlikte  ZIF-8'den  Zn2+  salınımını  da  
kontrol  etti.  HuA@ZIF-8  NP'ler,  fototermal  performansın  
konsantrasyona  bağlı  özelliğine  sahipti  ve  Zn2+  'nın  kontrollü  salım  
konsantrasyonu ,  uzayan  ışınlama  süresiyle  arttı.  Zn2+  ve  PTT'nin  
kombinasyonu,  hızlı  ve  etkili  bir  sterilizasyon  sağladı.  Ayrıca,  NIR  
ışınlanmış  gruplar,  ışınlanmamış  gruplara  kıyasla  gelişmiş  
antibakteriyel  etkinlik  gösterdi  ve  HuA@ZIF-8  NP'lerin  antibakteriyel  
aktivitesinin  konsantrasyona  bağlı  olduğu  kanıtlandı.  Ek  olarak,  
HuA@ZIF-8  NP'ler,  kısa  maruz  kalma  sürelerinde  sitotoksik  
görünmüyordu.  Bu  nedenle,  NIR  ile  indüklenen  PTT'nin  üstünlükleri,  
mükemmel  antibakteriyel  etkinliği,  iyi  biyolojik  bozunma  kabiliyeti  ve  
düşük  maliyeti  dikkate  alındığında,  bu  ışığa  duyarlı  platform,  
bakteriyel  enfeksiyon  da  dahil  olmak  üzere  halk  sağlığı  uygulamaları  için  umut  verici  olabilir.

yönetim.
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