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Oz: Islevsel Hilbert uzaylar, istatistik, yaklasim teorisi, grup temsili teorisi, vb. dahil olmak
iizere bircok alanda ortaya c¢ikar. Islevsel Hilbert uzay sayesinde tamimlanan Berezin
doniigiimii ise, diizgiin fonksiyonlar1 analitik fonksiyonlarin Hilbert uzaylar1 {izerindeki
operatorlerle iliskilerini inceler. Berezin yarigapimi ve Berezin normunu karakterize etmek
icin bazi calismalarda birgok esitsizlik ve bunlarin o6zellikleri vardir. Bu c¢alismada
fonksiyonel bir Hilbert uzay1 lizerinde tanimlanan sinirli lineer operatdrlerin Berezin normu
ve Berezin sayisi i¢in yeni esitsizlikler sunulmustur. Bu makalenin benzersizligi veya
yeniligi, iki operatdr i¢in yeni Berezin sayilar1 tahminlerinden olugmaktadir. Bu tahminler,
diger benzer makaleler tarafindan elde edilen Berezin sayilarinin tist sinirlarini iyilestirmistir.
Daha sonra El-Haddad and Kittaneh ([10]) tarafindan verilen esitsizlik genellestirilmis ve
iyilestirilmistir. Bu c¢alismada fikir ve sunulan metodolojiler, bu alanda gelecekteki
arastirmalar i¢in bir baslangi¢ noktasi olarak hizmet edebilir.

Anahtar kelimeler: Berezin doniisiimii, Berezin kiimesi, Berezin sayisi, Konveks fonksiyon,
Siiperkuadratik fonksiyon.

Further Inequalties For The Berezin Radius

Abstract: Functional Hilbert spaces are encountered in a variety of fields, including statistics,
approximation theory, group representation theory, and so on. Smooth functions are
associated with operators on Hilbert spaces of analytic functions through the Berezin
transform defined by functional Hilbert space. We present new inequalities for the Berezin
norm and Berezin number of limited linear operators defined on a functional Hilbert space in
this study. We discovered various inequalities and their features in some papers to
characterize the Berezin number and the Berezin norm. This article's originality or novelty
consists of fresh Berezin number estimations for two operators. These estimates improve on
the upper bounds of the Berezin numbers found in previous studies. The inequality given by
El-Haddad and Kittaneh ([10]) is then improved and generalized after that. The concepts and
approaches offered in this paper may serve as a starting point for future research in this field.

Key words: Berezin transform, Berezin set, Berezin number, Convex function,
Superquadratic function.
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1. Giris

Operatdr teorisi ile ilgili literatiirde, bir operatoriin Berezin normu ve Berezin sayist
miithendislik, kuantum hesaplama, kuantum mekanigi, sayisal analiz, diferansiyel
denklemler vb. alanlardaki bir¢ok uygulamasi i¢in incelenmistir. Berezin sayisini ve
Berezin normunu karakterize etmek i¢in, once bir Hilbert uzayinda simirli lineer
operatorlerin bazi kavramlarini ve 6zelliklerini sunuyoruz.

L(F) cebiri bir ' karmasik Hilbert uzay tizerinde (.,.) i¢ ¢arpim ile tiim sinirli lineer
operatorlerin  C*-cebiri olsun. Eger her x € H igin (Px,x) >0 ise P € L(H)
operatdriine pozitif denir ve P > 0 biciminde yazilir. Eger kendine es P ve R operatorii
icin her x € H i¢in (Px,x) = (Rx,x) ise P > R olur. Ayn1 zamanda bazt m ve M
skalerleri ve her x € H i¢in m(x,x) < (Px,x) < M(x,x) ise m < P < M big¢iminde

1
yazabiliriz. Burada P nin mutlak degeri |P| = (P*P)2 ile gosterilir.

Bir H = H (Q2) fonksiyonel Hilbert uzay1 nokta degerlendirmeleri siirekli, yani her bir
A€ Q igin f = f(A1) donisimi H {izerinde bir siirekli lineer fonksiyonel 6zelligine
sahip Q kiimesi tizerinde karmasik degerli fonksiyonlarin bir Hilbert uzayidir. Bu ise
Riesz teoremine gore her bir 2 € Q ve f € H igin f(1) = (f, K;) olacak sekilde bir tek
K, € H elemaninin mevcut oldugunu garantiler. {I/(> LAE Q} ailesi H’nin g¢ekirdeginin
tireteni adint alir. Eger {e,,} baz1 I fonksiyonel Hilbert uzay i¢in bir ortogonal baz ise o
zaman H nin ¢ekirdek tireteni K; = ¥, e, (1) e,(2) ile verilir. 1 € Q igin K; = ”;ﬁ
ifadesi A *nin normallestirilmis ¢ekirdegi iireteni olsun. # iizerinde P smirli lineer bir
operatorii i¢in P(1) := (PK;,K;) ile Q kiimesi tizerinde tanimli P fonksiyonu P nin
Berezin semboliidiir ([3]). P operatériiniin Berezin kiime ve Berezin sayisi sirasiyla

Ber(P) = {P(1): 1 € Q} ve ber(P) = {|P(D)|: 1 € 0} 1)
ile tanimlanir (bkz. [22]). P € L(H)’nin numerik yari¢api
w(P) = sup{l[(Px, x)|: x € H(Q) ve ||x|| = 1} )

ile tanimlidir. Her P € L(H) i¢in ber(P) < w(P) < ||T|| oldugu bilinen bir gergektir.
Hilbert uzay operatorlerinin sayisal yarigap esitsizliklerine iligkin son katkilar [9]'da ve
oradaki referanslarda bulunabilir. Hilbert uzaylarindaki bazi operatorlerin 6zellikleri
[18, 21]'te bulunabilir.

Ayrica Berezin sembolii kavrami Hardy ve Bergman uzaylar1 iizerinde Toeplitz ve
Hankel operatorleri i¢in detayli incelenmistir. O analizin c¢esitli sorularinda genis
uygulamalara sahiptir. Berezin sembolii hakkinda diger bilgiler i¢in [4, 5, 6, 7, 8, 14, 15,
16, 17, 23, 24, 28] ¢alismalarina ve referanslarina bakilabilir.

Bu makalenin benzersizligi veya yeniligi, ¢ekirdek Hilbert uzaymi yeniden liretmeye
etki eden farkli sinirl lineer operator tiirlerinin Berezin sayist ve Berezin normunun
yeni tahminlerinden olusur. Bu tahminler, diger benzer makaleler tarafindan elde edilen
Berezin sayilarinin tist sinirlarin iyilestirir.

Bu makale su sekilde diizenlenmistir: Bolim 2'de, ana sonuglarimizi olusturmak igin
gerekli olan bazi 6nermeler toplanmistir. Boliim 3'te, operatorlerin gesitli Berezin sayisi
ve norm esitsizliklerini i¢eren ana sonuglarimizi sunuyoruz. Ozellikle iki operatdriin
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toplam1 igin yeni bir tahmin saglanmistir. Daha sonra El-Haddad and Kittaneh ([10])
tarafindan verilen

1P+ RIZ < IIPI + IRIZIl + IP*1% + [R™I2]] (3)

esitsizligi genellestirilmis ve iyilestirilmistir. Ozel durumda P € L(H), r>2 ve f
siiperkuadratik fonksiyonu i¢in

2

F(ber(®)) < |£(1PD = infucaf ([IP1 - ber(P)[K;) @

ber

esitsizligi ispatlanmistir. Bu amaglar i¢in [26] c¢alismasindan bazi metotlar
uygulanmstir.

2. Materyal and Metot

Bu boliimde, bu makaledeki amacimiza ulagmak i¢in kullanilacak olan bazi iyi bilinen
faydali Yardime1 teoremler ve gerekli notasyonlar toplanmastir.

Pozitif tersinebilir P operatorii, pozitif R operatorii ve 0 < v < 1 igin agirlikli operator
aritmetik ortalama V,, ve geometrik ortalama #,, asagidaki

v

1 1 1 1
PV,R=(1-v)P+UR Ve P #, R = P (P2RP2) P2 (5)

. o 1. . . . .
ile tanimlanir. Eger v = 5 ise aritmetik ve geometrik ortalama sirasiyla V ve # ile

tanimlanir.

Huban vd. ([20]) herhangi P € L(H), i¢in

1 . 1 -
ber(P) < 5 [I1P1+ 1Pl < 5 (IIPIl + 11P?I12) (6)
ve

1
ber”(P) < = |IPI*"™ + P20 r>1,0<v<1 @)
esitsizliklerini ispatlamistir. Daha sonra Huban vd. (bkz. [19]) calismasinda
1
ber”"(P*R) < 3 PI?" + |RI*|,r = 1 (8)

esitsizligini vermistir. Diger taraftan Taghavi vd. ([27]) ise
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1
ber"(P*XR) < > ||(p*|X|2(1—v)p)r + (R*IX|1?*R)" ||, r = 1, o<v<1 (9

sonucunu elde etmistir.

Simdi ihtiya¢ duyulan bazi yararli Yardimci teoremler verilebilir.

Yardimei Teorem 1 ([9]). x,y, z € H olsun. Bu durumda

(z, )I? + [z, »)I? < llzIPmaxllx Iy 11?) + I(x, »)] (10)

saglanir.
Yardimci Teorem 2 ([21]). P € L(H) ve x,y € H herhangi vektorler olsunlar. Eger, f

g, f(t) g(t) =t, (t = 0), bagintisini saglayan [0, ) lizerinde negatif olmayan siirekli
fonksiyonlarsa, bu durumda

[(Px, )| < I APDxIHF AP Dy (11)

esitsizligi elde edilir.

Yardimer Teorem 3 ([25]). Eger f, P kendine es operatoriin spektrumunu igeren |
gercel araliginda konveks fonksiyonsa, o zaman herhangi bir x,y € H icin,

f(Px,x)) = (f(P)x,x) (12)

olur ve f konkavsa ters esitsizlik elde edilir.

Yardimc1 Teorem 4 ([2]).f, [0,00) iizerinde negatif olmayan azalmayan konveks
fonksiyon ve P,R € L(H) pozitif operator olsunlar. O zaman herhangi bir 0 <v < 1
i¢in,

|F((1=v)P+vR)|| < 11 —v)F(P) + vf (R)I (13)

saglanir.
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Yardimear Teorem 5 ([12,13]). a,b >0 ve min{a, b} <m < M < max{a, b}
bagintisini saglayan m, M pozitif gergel sayilar oldugunu varsayalim. Bu durumda

M+ m a+b
Vab < 14
2VMm 2 (14)
olur.
f:]0,00) = R fonksiyonu her s = 0 igin, her t = 0 igin
ft=sD + C(E—s)+ f(s) < f(2) (15)

olacak sekilde C; € R sabiti varsa f fonksiyonuna siiperkuadratik fonksiyon denildigi
hatirlanabilir.

Yardimc1 Teorem 6 ([1]). f sliperkuadratik ve negatif olmayan fonksiyon olsun. O
zaman f fonksiyonu konveks ve artan fonksiyondur. Ayrica, eger C, sabiti (15)
esitsizliginde oldugu gibi ise, 0 zaman C; > 0 dir.
3. Bulgular
Bu makaledeki ilk sonucumuz su sekildedir:
Teorem 1. P,R € L(H)olsun. O zaman
1
ber? (P + R) < S [IIP"? + IR Zllper + ber(PI? = [R')] + ber(RP) (4
+ 2ber(P)ber(R)

elde edilir.

Ispat. K; normallestirilmis ¢ekirdegin iireteni olsun. (10) numarali esitsizlikte x =
P’K;, y = R*Kyve z = K,, alinarak

(K PP ED| + (K REED] < 1K, || max(IP*KalIZIR KA 1IZ) + 1¢P* Ky, R*Ky)

esitsizligi elde edilir. Burada A,u € Q dir. Bu esitsizlik max{a,b} = %(a +b—
la — b|) (a, b € R) sayesinde

2 2
|(PK, . K2)|” + |(RK, , K3)|
1
< > [((PP* + RR)K), K;) + [{(PP* — RR")K;, K)I] + [{RP*K), K))|

esitsizligi elde edilir. Simdi, liggen esitsizliginden

(P +R)K, , K)|” < |(PK,, KD)|” + [(RK, kD) + 2|(PK,, , K)||(RK,, , K3
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< 5 [((PP* + RR")K;, Ky) + [{(PP* — RR") K, K))|] + (RP*K), K;)|

1
2
2[(PK, , K;)||(RK, , K)|

+
esitsizligi elde edilir. Ustte elde edilen esitsizlikte A = u ile A, u € Q supremum ahinarak

1

ber?(P +R) < > [11P*12 + IR*?|lper + ber(IP*|? — |R*|?)] + ber (RP")
+ 2ber(P)ber(R)
esitsizligi bulunur.
Uyan 1. Her P ve R iki normal operatdr olmak lizere Teorem 1’den
1
ber?(P +R) < > [I1P1? + [RIZllper + ber(IP|?> — |R|?)] + ber(RP")

+ 2ber(P)ber(R)
esitsizligi elde edilir.
Eger Teorem 1’in ispatinda A = u almirsa o zaman asagidaki sonug verilebilir.

Sonu¢ 1. P,R € L(H) olsun. O zaman

IP +RllZer < %[lllp*l2 + |R*|?|lper + ber(|P|? — [R|?)] + ber(RP*)
+2[[Pllper IRl per
olur.
(11), (12) ve (14) esitsizliklerinden asagidaki daha genel sonug elde edilir.
Onerme 1. P,R,S € L(H) ve f ve g her t € [0,) igin f(t)g(t) =t bagintisim

saglayan ve siirekli olan [0, o) tizerinde negatif olmayan fonksiyonlar olsunlar. Eger h
tizerinde negatif olmayan artan konveks fonksiyonsa, o zaman herhangi bir 0 <v < 1

icin,

h(ber®(P*SR)) < ||(1 _ u)h((R*f(|5|)R)ﬁ) +uh ((P*g(IS'PY) _an
ve

ber?"(P*SR) < % IR*FUSDRY? + (P*FUSDPY*" llper (18)

esitsizlikleri elde edilir.
Ispat. A € Q bir sabit olsun. O zaman agirlikli AM-GM esitsizligini ve (11) esitsizligini
kullanilarak

[{P*SRK;, K))|* = {SRK), PK))|* < (R*f2(ISDRK), Ka)(P* g% (IS* ) PK;, K;)

<(®PasHRT) Kk (PrgUsIPY) Ky
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< (R FASDRYFK,, K)— (P g (IS PV, Ko
f@)=tr(0<v< 1 ) konkav fonksiyonu i¢in)

< (1-v)(Rf? (ISI)R)(1 vK;, K) + v (P g(]S” DP)“K/D K)

elde edilir. Bu elde edilen esitsizlikte A € () icin supremum alinirsa

ber®(P*sR) < [|(1 = )R FUSHRYTD + v(Pg (1" )P):

ber

olur. h varsayimindan dolay,

h(ber*(Prsp) < b ([ - @ FASDRYE + u(P*g(IS* P>

1 )
‘ ber

ber

< Jla o (@ raspr=s) + wn (@ g per)

h <(1 - v)(l’?*f(ISI)R)ﬁ + U(P*g(IS*I)P)%>

ber

yazilir. (18) esitsizliginde h(t) =t" (r=1) ve v =% alinirsa (17) den direk olarak
bulunur.

Teorem 2. P,R,S € L(H) ve f ve g her t € [0,00) i¢in f(t)g(t) =t bagintisim
saglayan ve siirekli olan [ ,oo) tizerinde negatif olmayan fonksiyon olsunlar. Eger h
[0,0) iizerinde negatif olmayan artan konveks fonksiyon, 0 < R*f?(|SDR<m <
M < P*g?(|S*])P veya 0 < P*g?(|S*DP < m < M < R*f2(|S|)R ise, bu durumda

A(ber(P'SR)) < 3 IRCR"F2SIR) + (P 52015 DPler (19)

esitsizligi saglanir.

Ispat. K; normallestirilmis cekirdegin iireteni olsun. (11) esitsizliginden

[(P*SRK;, Kp)| < V(R*F2(ISDRKy, Ky){(P* g2(IS*[)PK;, K) (20)

elde edilir. (14) esitsizligi

V(R F2(ISDRK;, Ky)X(P* g2 (IS DPK;, K;)
VMm
M +
\/M

M+

<

((R*fZ(ISI)RK;u K3) + (P g*(IS"DPKy, Kz))

(R*f2USDR + P*g*(IS"DP)K;, K;) (21)

esitsizligi saglanir. (20) ve (21) esitsizlikleri beraber diisiiniiliirse,

(P*SRKy, Kp)| <~ ((R*F(ISDR + P*g*(IS* DP)Ky, K)

M+m

esitsizligi bulunur. Yukaridaki esitsizlikte A € Q supremum alinirsa,
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m
IR*f2(ISDR + P*g*(IS"DPllper

ber(P*SR) <
er( )_M+m

esitsizligi elde edilir. Simdi, h negatif olmayan artan konveks fonksiyon oldugundan,

VM
h(ber(P*SR)) < h<M ;:ln IR f2(ISDR + P"g (lS*DP“ber>

_ 2/Mm <h(IIR*f2(ISI)R +Pg (IS*DP”be’r)>

-M + m 2 22)
R*f?(ISDR + P*g*(|S* P
M +m 2 ber
VvMm
< IRR*F2(ISDR) + h(P*g*(IS* DP)Iper

M+m

esitsizligi saglanmaktadir. Burada eger f negatif olmayan konveks fonksiyon ve a < 1
2VM
M+m

ise, 0 zaman f(at) < af(t) (yani, T <1) oldugundan dolay1 (22) esitsizligi

bulunur.

Uyan 2. Asagida (19) esitsizliginin baz1 belirli ilgi ¢eken esitsizliklerini ifade ediyoruz.
() Egerr>1ve0<v<1ve0<RS|?!OYR <m<M < P*|S*|*P veya
0 < P*|S*|?P < m < M < R*|S|*~Y)R olursa o zaman

va r
ber” (P*SR) < R*|S|2A-VR P*|S*|2vP)"
er”(PSR) < 3 [ (RISPAR)" + Pis Py

elde edilir. Yukaridaki esitsizlik, (9) esitsizliginin refine edilmis halidir.
(i) Egerr>1ve0<v<1vehernezaman0 < |S|20-Y <m <M < |S*]|?
veya 0 < |S*|2Y <m < M < |S|20-Y) jse 0 zaman

VvMm
ber"(P*SR) <
er’( )_M+m

|||S|2r(1—v) + |S*|2rv”

ber

dir. Yukarida verilen esitsizlik, (6) esitsizliginin refine edilmis halidir.
(iii) Eger r>1 ve her zaman 0 < |R|?<m <M < |P|? veya 0 < |P|? <m <
M < |R|? ise 0 zaman

VvMm
ber” (P*SR) <
er’( )_M+m

RIZ" + 1P1*" lIper

dir. Yukar: verilen esitsizlik, (8) esitsizliginin refine edilmis halidir.

Teorem 3. P,R,S € L(H) ve f ve g her t € [0,0) i¢in f(t)g(t) =t bagintisim
saglayan ve siirekli olan [O,oo) tizerinde negatif olmayan fonksiyon olsunlar. Eger h
[0, ) tizerinde negatif olmayan artan konveks fonksiyon ve verilen m’ ve M’ igin, 0 <
m' < R*f2(ISPR < P*g*(|S*)P < M’ veya 0 <m' < P*g%(|S*|)P < R*f%(|SDR <
M’ ise, bu durumda
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1
h(ber(P*SR)) < % IR(R*F2(ISDR) + R(P*g*(IS*DP) I per

1

, (02)
Ispat. [11] calismasindaki Sonu¢ 3.15°den, 0 <m’ < R*f2(|SDR < P*g%(|S*|)P <
M’ veya 0 <m' < P*g?(|S*|)P < R*f?(|S])R < M’ elde edilen m’,M’ > 0 ile P,R >
0 igin

esitsizligi elde edilir. Burada h’ = % ileé = dir.

v(l—v) 1\?
exp, T(l_ﬁ> P #, R<PV,R

1
olur. Burada exp,(x) = (1+rx)r olur. Eger 1+rx >0 ise, ve aksi halde
tanimlanamaz. exp,(x) degeri r € [—1,0] arahginda azalan oldugundan, r = —1
oldugu zaman yukaridaki esitsizlikte alt sinir bulunur. Sonunda 0 < m' < min{a, b} <
max{a, b} < M’ olacak sekilde m’,M’' > 0 ve a,b > 0 igin

a+b
2

dpVab <

skaler esitsizligini elde ederiz. Teorem 2 de oldugu gibi benzer argiimanlar ile bu
esitsizlige uygulayarak, istenen sonug bulunur.

Biz ayrica Uyar 2 ile benzer uyarilar elde ederiz. Burada Yardimc: Teorem 4, Onerme
1 ve Teorem 2 de onemli rol oynamaktadir.

Simdi Yardimci Teorem 4’{in iyilestirilmesi verilebilir.

Onerme 2. Yardimci Teorem 4 deki varsayimlar saglansin. Bu durumda
[IF((1=v)P+uR)||, < 11 =0)f(P) +vf Rllper — E(f) (23)

olur. Burada r = min{(v,1 —v)} ve

£() = infacalf (P + £ (RWD) - 2f (@ (A))} (24)

dir.
Ispat. 0 <v < %oldugunu varsayalim, A € Q bir sabit olsun. O zaman

FU((1—v)P +VR)Ky, K3)) + TE(f)
< f((1 = v){PK), K3) + v(RK;, K;)) + 1E(f)

P+R
<f ((1 — 20)(PKy, Ky) + 20 (—— K, K») +78(f)
(25)

P+R
< (1= 20) FUPKy K) + 20f (=K K ) + 7€)

P+R
+r (f(<PKA, K+ (RKy, Ko)) — 2f ((—— K, m))
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(f fonksiyonunun konveksliginden)
< (1 -v) fPKy, K3)) + vf ((RK), K;))
< (1 = v) (f(P)Ky, K3) + v{f (R)K}, K)
<{(A =) f(P) + vf (R)) Ky, Ky)

olur. (24) esitsizliginden (25) esitsizligi elde edilir. Eger %S v <1 i¢cin benzer
arglimanlar uygulanirsa,

FU(A =P +uR)Ky, K1) < {((1 —v) F(P) + vf(R)Ky, Ky) — € (f)

esitsizligi yazilabilir. Eger P € L(H) pozitif operator ise, 0 zaman |[|P|lper =
supyeal{PK;, K;) oldugu bilinir. f’nin artanligini ve siirekliligini kullanarak,

lF((1—v)P+ vR)”ber = f(suprca(((1 — V)P + vR)K), K;))
= supseaf ((((1 — V)P + vR)Ky, K;))
< supaea((((1 = v) £(P) +vf (R))Ky, K3)) — 7€ (f)
=1 = v)f(P) + vf (R)lper — rE(f).

esitsizligi bulunur. Diger taraftan, eger P € L(H) ve f [0,00) araliginda negatif
olmayan artan fonksiyon ise, 0 zaman f([|S|lper) = [If (S)|lper Olur. Bu ise istenen
sonucu verir.

Uyan 3. Eldeki (23) esitsizligi ile Onerme 1 ve Teorem 2 iyilestirilebilir. Ornegin,
Onerme 1 in varsayimi altinda,

—rB(f)

ber

h(ber’(Ps®)) < | - )R F2(SDRYT + v(P*g2(|S°P)"

ifadesi elde edilir. Burada

B(f) = infreqsh ((R*fiflfl)R)“T’O () + h(P*g*(S*HP)* ()

1 1

(R*f2(SDR)G— + (P g*(IS*P)v
2

—2h

D

dir.

(15) esitsizligi ve Yardimci Teorem 6 kabul edilerek, ber(P) < ||P|lper refine
edilebilir.

Teorem 4. P € L(H) ve f negatif olmayan siiperkuadratik fonksiyon olsun. O zaman

2

f(ber(P)) < |[£(IPD = infcaf (|IPI - ber(P)['K; ) (26)

ber

saglanir.
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Ispat. K; normallestirilmis ¢ekirdegin iireteni olsun. (15) esitsizliginde s = ber(P)
koyarak,

f(lt — ber(P)|) + Cpercp)(t — ber(P)) + f(ber(P)) < f(¢) (27)

esitsizligi elde edilir. (27) deki |P| fonksiyonel temel kalkiiliis islemleri uygulayarak,

f(|[IP| = ber(P)|) + Cperp)(IP] — ber(P)) + f(ber(P)) < f(IP]) (28)

esitsizligine ulasilir. Sonug olarak, herhangi bir A € Q igin

2

[Ftie1 = ber®Dscs|| + Coorcrr (1PIKw ) = ber @) + F(Ber®)) (a0
< fUIPIKx, K3))

olur. Simdi, (29) de 1 € Q supremum alarak ve ber(P) = ||P|| = ber(P) gergegini
kullanarak ve liggen esitsizligini uygulayarak istenen sonug¢ bulunur.

Teorem 4 ifadesinde f(t) =t" (r = 2) siiperkuadratik fonksiyonu alinirsa asagidaki
sonug elde edilir.

Sonug 2. P € L(H) olsun. Herhangi r > 2 igin

r 2
ber”(P) < |||P|r — infreq|IP| — ber(P)[?K;

ber

ve

ber(P) < J 11P12 = infycal 1P| = berP)|K . < 1Pllper

elde edilir.

4. Sonuc¢ ve Yorum

Bu ¢alismada sunulan fikirler ve metodolojiler, bu alanda gelecekteki arastirmalar i¢in
bir baslangic noktasi olarak hizmet edebilir. Berezin sayisinin olast bir genellemesini
inceleyerek, operatorlerin norm esitsizlikleri ile Berezin sayisi arasindaki diger
baglantilari arayacagiz. Iki operatoriin toplami igin Berezin sayisini kullanarak bazi iist
sinirlar bulmak istiyoruz. Ayrica, fonksiyonel Hilbert uzayi tizerinde pozitif bir operator
operatOr tarafindan indirgenen ek bir yari i¢ ¢arpim yapist dikkate alindiginda, Berezin
sayis1 ve Berezin normu ile ilgili bazi sinirlar incelenmistir. Gelecek ¢alismalarimizda
aragtirmamizin ~ “Fraktallar ve Kesirli Hesap” ile baglantilara nasil katkida
bulunabilecegini planliyoruz.
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Oz: Niikleer fizik alanindaki gelismeler; arkeoloji, jeoloji, mithendislik, astrofizik, kozmoloji,
kimya, biyoloji, tip gibi bilim dallarin1 da etkilemektedir. Niikleer reaksiyon mekanizmalarini
anlamak, reaksiyon modelleri olusturmak ve mevcut niikleer reaksiyon modellerinin
gecerliligini degerlendirmek i¢in niikleer modellerin incelenmesi gereklidir. Bu c¢alismada
protonlarla bombardiman edilen 209-Bi (?**Bi) izotopunun nétron, proton, déteryum ve trityum
yayimlanma spektrumlari incelenmistir. Caligmadaki sonuglar, TALYS 1.95 niikleer reaksiyon
kodu kullanilarak yapilmus, elde edilen sonuglar Uluslararast Deneysel Niikleer Reaksiyon
Data (EXFOR) kiitiiphanesinden elde edilen deneysel verilerle karsilastirilmistir. Sonug olarak
incelenen, direkt reaksiyon, bilesik c¢ekirdek ve denge Oncesi mekanizmalarinin sonuglari
deneysel veriler ile uyumlu olarak ¢ikmusgtir.

Anahtar kelimeler: Direkt reaksiyonlar, Bilesik ¢ekirdek reaksiyonlari, Denge Oncesi
reaksiyonlar, TALYS

The Investigation of (p,xn), (p,xp), (p,xd) and (p,xt) Reactions of 2®°Bi isotope
with Theoretical Nuclear Models

Abstract: Recent developments in nuclear physics also affect branches of science such as
archeology, geology, engineering, astrophysics, cosmology, chemistry, biology, and medicine.
Examining nuclear models is necessary to understand nuclear reaction mechanisms, construct
reaction models, and evaluate the validity of existing nuclear reaction models and for use in
nuclear physics applications. In this study, neutron, proton, deuterium, and tritium emission
spectra of 209-Bi (*°9Bi) isotope bombarded with protons has been investigated. The results of
the study have been made using the TALYS 1.95 nuclear reaction code, and the results have
been compared with the experimental data obtained from the International Experimental
Nuclear Reaction Data (EXFOR) library. Consequently, the results of the direct reaction,
compound nuclei, and pre-equilibrium mechanisms examined have been in agreement with the
experimental data.

Key words: Direct reactions, Compound nucleus reactions, Pre-equilibrium reactions, TALYS
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1. Giris

Niikleer reaksiyonlar yonetildigi mekanizmalar olarak direkt reaksiyonlar, bilesik
cekirdek reaksiyonlari, ve bu iki reaksiyonun arasindaki durum olan denge Oncesi
reaksiyonlar1 olarak siniflandirilirlar. Direkt reaksiyonlarda oncelikli olarak mermi
cekirdek, c¢ekirdegin yiizeyinde etkilesmektedir. Artan mermi pargacigin enerjisinde
dalga boyu c¢ekirdek mertebesinden niikleon mertebesine kadar kiigiiliir. Bu nedenle;
diisiik enerjilerde bilesik c¢ekirdek reaksiyonlari, yiiksek enerjilerde ise, direkt
reaksiyonlart gozlemlemek daha olasidir [1].

Bilesik ¢ekirdek teorisi, ilk olarak Bohr tarafindan ortaya konmustur [2]. Bohr bilesik
cekirdek reaksiyonlarini, reaksiyona ilk olarak giren pargaciklarin birlesmesi ile bilesik
cekirdegi olusturdugu sonrasinda olusacak bilesik ¢ekirdegin bozunarak son iirlinler
kiimesini meydana getirdigi iki asamada gerceklestigini One siirmiistiir [3]. Bilesik
cekirdek reaksiyonlarinda gelen pargaciklar ¢ekirdeklerin yarigcaplarina gére daha kiigiik
carpisma parametresi ile hedef ¢ekirdege girer. Pargaciklardaki olasi sagilmalar ile hedef
niikleonlardan biriyle etkilesme olasiligi fazladir. Diger niikleonlarla ardisik ¢carpigmalar
ise geri tepen niikleon ve gelen pargacik ile olabilir [1].

Denge Oncesi reaksiyon modelleri yaymlanan parcaciklarin agisal dagilimlarini tahmin
etmede cokta basarili olmasa da 10-60 MeV enerjili proton, nétron ve alfa parcaciklar
ile olusturulan reaksiyonlarda enerji spektrumunun yiiksek enerji bolgelerini agiklamakta
basarilidir. Denge 6ncesi modeller, 200 MeV enerjinin altindaki enerjilerde niikleer tesir
kesitlerinin modellenmesinde genellikle kullanilir. 10 MeV enerjinin  istiindeki
enerjilerde ise denge oOncesi bilesenler niikleer reaksiyonlara gbz ardi edilmeyecek
derecede katkida bulunur [4].

Niikleer reaksiyon deney sonuglari, temel niikleer fizigi anlamak i¢in kritik 6dneme
sahiptir. Niikleer reaksiyonlarin enerji bagimliligi iyi anlasilmadiginda, ¢ok cesitli
enerjiler igin tesir kesitlerinin ve emisyon modellerinin arastirilmasi gerekmektedir.
Cekirdeklerin tesir kesitleri ve parcacik emisyon spektrumlarini direkt olarak 6lgmek her
zaman mimkiin degildir. Dogrudan Ol¢iilemeyen tesir kesiti hesaplar1 daha onceden
teorik hesaplanarak bu konu hakkinda islem yapmak isteyenler i¢in kullanilir [5-41].

Bu ¢alismada mono-enerjetik protonlarla bombardiman edilen, 209-Bi (*Bi) izotopunun
parcacik yaymnlanma spektrumlarina direkt, bilesik c¢ekirdek, ve denge-Oncesi
reaksiyonlariin etkisi incelenmistir. Bu ¢alisma, TALYS 1.95 niikleer reaksiyon kodu
kullanilarak yapilmis, elde edilen hesaplamalar Uluslararast Deneysel Niikleer Reaksiyon
Data (EXFOR) kiitliphanesinden elde edilen deneysel verilerle Kkarsilastirilip
yorumlanmustir.

2. Materyal ve Metot

TALYS niikleer reaksiyon programi, niikleer modeller kullanarak niikleer reaksiyonlarin
eksiksiz ve dogru bir simiilasyonunu saglamak amaciyla, NRG (Hollanda) ve CEA’da
(Fransa) Koning ve arkadaglari tarafindan gelistirilmis bir bilgisayar kodudur. TALYS,
temel bilimsel deneylerin analizi veya uygulamalar1 i¢in niikleer veri tiretmek amaciyla
kullan1lmaktadir.

TALYS ile yapilan hesaplamalarda optiksel modeller, seviye yogunlugu modelleri,
fisyon reaksiyon modelleri, direkt reaksiyon modelleri, bilesik ¢ekirdek reaksiyon
modelleri ve denge—6ncesi reaksiyon modelleri gibi ¢esitli modeller kullanilabilmektedir.
Bu modellere bagh olarak; yayinlanma spektrumu, toplam ve kismi tesir kesiti, agtya
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bagh c¢ift kath tesir kesiti, elastik ve inelastik sagilma tesir kesiti, gama ve fisyon
yayinlanma tesir kesiti, liretim tesir kesitleri, radyoizotop iiretimi hesaplanabilir. Ayrica
bolluk oranlar1 analizi, yariomiir, astrofizik reaksiyon hizlari, reaksiyonlar lizerine seviye
yogunlugu parametrelerinin etkisi agiya bagli yayinlanma spektrumu gibi birgok
hesaplamalar TALYS ile yapilabilir [42].

Bu calismada, 10,14, 11,2 ve 90 MeV enerjili protonlarla bombardiman edilen ?®Bi
izotopunun nétron, proton, doteryum ve trityum yayinlanma spektrumlart TALYS 1.95
kodu ile incelenmistir. Hesaplamalarda, bilesik c¢ekirdek, direkt ve denge-Oncesi
reaksiyonlarin katkilar1 tek tek hesaplanmig ve toplam spektrum elde edilmistir.
Hesaplamalarda TALY'S 1.95 kodunda seviye yogunlugu olarak Sabit Sicaklik Fermi Gaz
Modeli kullanilmistir [43]. Denge-6ncesi katkisi; iki Bilesenli Eksiton Modelle [44],
bilesik c¢ekirdek reaksiyonu ise Hauser-Feshbach Modeli ile hesaplanmistir [45].
Calismadaki sonuglar, EXFOR kiitiiphanesinden alinan sonuglar ile karsilastirilarak
analiz edilmistir [46].

3. Bulgular

Bu ¢alismada, 2%Bi izotopunun mono-enerjetik protonlarla bombardimani sonrasinda
cikan pargaciklarin enerji spektrumlari incelenmistir. Incelenen enerji araliginda
meydana gelebilecek bazi reaksiyonlarin Q degerleri Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Reaksiyonlarin Q Degerleri
Realksi (p.n) (p.2n)  (p3n)  (p4n)  (pd) (p.2d)  (p.2p)  (P3p)  (P4P)  (pXP)
yonlar
Q -2.675 -9.643  -18.038 -25.070 -5.235 -13.466 -3.800 -11.802 -19.180 -5.865
Degeri
(MeV)

Sekil 1°de 10,14 MeV protonlarla olusturulan 2*Bi(p,xn) reaksiyon hesaplamalarmin
Zhuravlev vd. 2006 [47] deneysel verileriyle karsilastirilmasi gosterilmistir. Sonuca
bakildiginda genel olarak hesaplamalar1 deneysel verilerle uyumlu bulunmustur. Sekil
1.’de bilesik ¢ekirdek reaksiyonunun 5 MeV nétron yaymlanma enerjisine kadar baskin
oldugu gozlenmistir. Direkt reaksiyon katkis1 ise 5 MeV nétron yaymlanma enerjisinden
sonra ortaya ¢ikmistir. Denge-0ncesi reaksiyonu ise 5 MeV notron yayinlanma enerjisine
kadar, reaksiyona katki saglamis, direkt reaksiyon mekanizmasinin baskin hale
gelmesiyle etkisini yitirmistir.
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Sekil 1. 10,14 MeV protonlarla bombardiman edilen ?*Bi izotopunun nétron yayinlanma spektrum

hesaplamalar1
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Sekil 2. 11.2 MeV protonlarla bombardiman edilen >*Bi izotopunun nétron yayinlanma spektrum

hesaplamalari

11,2 MeV protonlarla olusturulan 2*°Bi(p,xn) reaksiyon hesaplamalarinin deneysel
verilerle [48] karsilagtirilmasi Sekil 2.’de verilmistir. Tiim reaksiyon mekanizmalarinin
toplam katkis1 deneysel verilerle uyumlu oldugu goriilmustiir. Sekil 2°de bilesik ¢ekirdek
reaksiyonu yaklasik 4 MeV nétron enerjisine kadar deneysel verilerle uyum gostermistir.
Denge-oncesi mekanizmasi 7,5 MeV nétron yayinlanma enerjisine kadar reaksiyona
katkida bulunmustur. Direkt reaksiyon 6 MeV noétron enerjisinden sonra reaksiyona katki
saglamis ve baskin etkilesim olmustur.
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Sekil 3. 90 MeV protonlarla bombardiman edilen 2**Bi izotopunun nétron yayilanma spektrum
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Sekil 3’te 90 MeV enerjili protonlarla bombardiman edilen 2®Bi izotopunun nétron
yaymlanma spektrum hesaplamalarinin deneysel verilerle [49] karsilastiriimasi
verilmistir. Tiim reaksiyon mekanizmalarinin toplaminin deneysel sonuglar ile uyumlu
oldugu goriilmektedir. Sekil 3’te bilesik ¢ekirdek mekanizmasi yaklasik 10 MeV notron
enerjisinden sonra etkisini yitirmistir. Denge-6ncesi reaksiyon mekanizmasinin 80 MeV
nétron enerjisine kadar baskin etkilesim oldugu goriilmiistiir. Direkt reaksiyon etkisi 80
MeV nétron enerjisinden sonra ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 4. 90 MeV protonlarla bombardiman edilen 2*°Bi izotopunun proton yayinlanma spektrum
hesaplamalari

90 MeV enerjili protonlarla bombardiman edilen 2%Bi izotopunun proton yaymlanma
spektrum hesaplamalar1 Sekil 4’de verilmistir. Bilesik cekirdek mekanizmasina ait
katkinin 10 MeV proton enerjisinden sonra etkisini yitirdigi gériilmektedir. Denge-6ncesi
reaksiyon mekanizmasi 20-60 MeV proton enerji araliginda reaksiyondaki tek etkilesim
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mekanizmasidir. Direkt reaksiyon etkisi 60 MeV enerjiden sonra goriilmiis ve 80 MeV
enerjiden daha sonra baskin etkilesim olmustur. Deneysel olarak elde edilen verilerde de
[50] 80 MeV enerjisinden sonra direkt reaksiyon pikleri goriilmiistiir.
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Sekil 5. 90 MeV protonlarla bombardiman edilen 2°Bi izotopunun déteryum yaymlanma spektrum
hesaplamalari

90 MeV protonlarla bombardiman edilen 2%Bi izotopunun déteryum yaymlanma
spektrum hesaplamalarinin  Wu ve arkadaslarmin [50] deneysel sonuclari ile
karsilastirilmast Sekil 5.’de verilmistir. Bilesik ¢ekirdek reaksiyonu 10 MeV doteryum
yayinlanma enerjisine kadar reaksiyona katki vermis, 10 MeV’den sonra baskin etkilesim
denge-oncesi reaksiyon mekanizmasi olmustur. Direkt reaksiyonun 80 MeV déteryum
yayinlanma enerjisinden sonra olustugu goriilmektedir.
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Sekil 6. 90 MeV protonlarla bombardiman edilen 2*Bi izotopunun trityum yayinlanma spektrum
hesaplamalari

Sekil 6°da 90 MeV enerjili protonlarla bombardiman edilen 2%Bi izotopunun trityum
yayinlanma spektrum hesaplamalarinin  deneysel verilerle [50] karsilagtirilmasi
verilmistir. Bilesik ¢ekirdek reaksiyonu 15 MeV trityum enerjisine kadar gézlenmistir.
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Denge-oncesi reaksiyonun ise 15 MeV-80 MeV trityum enerji araliginda gerceklesmis
oldugu gozlenmistir. Direkt reaksiyonun 85 MeV trityum yayinlanma enerjisinden sonra
olustugu goriilmektedir.

4. Sonug ve Yorum

Bu ¢alismada mono-enerjetik protonlarla bombardiman edilen 2°°Bi izotopunun (p,xn),
(p,xp), (p,xd) ve (p,xt) reaksiyonlarina bilesik ¢ekirdek, denge-oncesi ve direkt reaksiyon
mekanizmalarinin etkisi incelenmis ve reaksiyonlarin enerji (Q) degerleri degerleri
hesaplanmistir (Tablo 1). Hesaplamalar, TALYS 1.95 kodu ile kullanilarak yapilmus,
sonuglar EXFOR Kkiitiiphanesinden elde edilen deneysel sonuglar ile karsilastirilmistir.

Genel olarak incelenen, bilesik c¢ekirdek, denge-oncesi ve direkt reaksiyon
mekanizmalarinin toplaminin deneysel verilerle uyum sagladigi gozlenmistir. Bilesik
cekirdek reaksiyonunun, reaksiyon sonrasinda yayinlanan parcacik enerjisinin diisiik
oldugu enerjilerde meydana geldigi gozlenmistir. Direkt reaksiyon ise, bilesik ¢ekirdek
reaksiyonunun aksine, yayinlanan parcacik enerjisinin yiiksek oldugu enerjilerde
gozlenmistir. Direkt reaksiyon mekanizmasinda do/dE — Enerji grafiginde, pikler
meydana gelmistir. Denge-Oncesi reaksiyon ise, bilesik ¢ekirdek reaksiyonunun etkisini
yitirmesiyle baskin mekanizma olarak gdzlenmis ve direkt reaksiyon meydana gelinceye
kadar toplam tesir kesitine daha fazla katki saglamistir.
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Oz: 20,0 MeV’e kadar ndtron kaynakli reaksiyonlar i¢in niikleer veriler, niikleer fizik,
astrofizik ve tip gibi bircok farkli alanda kullanilmaktadir. Bu c¢alismada, farkli seviye
yogunluk modelleri kullamilarak iridyum izotoplarmin (****%Ir) (n,2n), (n,p) ve (n,o) reaksiyon
tesir kesitleri 20,0 MeV’e kadar hesaplanmistir. Model hesaplamalarinda, ALICE-ASH,
EMPIRE-3.2 ve TALYS-1.95 bilgisayar kodlar1 kullanilmistir. ALICE-ASH’de Fermi Gas
Modeli, EMPIRE-3.2’de Genellestirilmis Siiper Akiskan Modeli ve TALYS-1.95de Sabit
Sicaklik Fermi Gaz Modeli secilmistir. Sonuglar tartisilmis ve literatiirde bulunan deneysel
verilerle ve ENDF veri kiitiiphanesinden elde edilen degerlendirilmis verilerle (ENDFB-VIII.0,
JEFF-3.3 ve JENDL-2017) kiyaslanmistir. Sonuglarin, gelecekte yapilacak olan tesir kesit
aragtirmalarinin gelistirilmesine 6nemli katkilar saglayacagina inanilmaktadir.

Anahtar kelimeler: (n,2n), (n,p) ve (n,a) reaksiyon tesir kesitleri, Teorik niikleer reaksiyon
modelleri: ALICE-ASH, EMPIRE-3.2, TALYS-1.95

Investigation of (n,2n) and (n,p) Reaction Cross Sections of 1r-191 and Ir-193
Isotopes

Abstract: The nuclear data for neutron induced reactions up to 20.0 MeV is used in many
different fields such as nuclear physics, astrophysics, and medicine. In this study, cross-section
calculations for (n,2n), (n,p) and (n,o)) reactions of iridium isotopes (**“**Ir) have been
calculated using different level density models up to 20,0 MeV. The ALICE-ASH, EMPIRE-
3.2 and TALYS-1.95 nuclear codes were used in model calculations. The Fermi Gas Model in
ALICE-ASH, The Generalized Superfluid Level Density Model in EMPIRE-3.2 and the
Constant Temperature Fermi Gas Level Density Model in TALYS-1.95 code have been
selected. The results have been discussed and compared with the experimental data found in
literature and with different evaluated nuclear data (ENDFB-VIII.0, JEFF-3.3 and JENDL-
2017). It is believed that the results will make important contributions to the development of
future cross-section studies.

Key words: (n,2n), (n,p) and (n,ct) reaction cross sections, Theoretical nuclear reaction models,
ALICE-ASH, EMPIRE-3.2, TALYS-1.95
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1. Giris

Notron tesir kesit verilerinin belirlenmesi, hem uyarilmis ¢ekirdek 6zelliklerinin tutarh
teorik tanimlarinin olusturulmasinda hem de niikleer fizikte, niikleer astrofizikte, atom
cekirdeginin yapisinin ve bilesenlerinin daha iyi anlasilmasinda, niikleer tipta ve tiptaki
uygulamali alanlarda, niikleer reaktorlerin tasarim ve bakimlari gibi bir¢ok alanda
oldukca ilgi gormektedir. Ayrica, bu veriler flizyon reaktdrlerinin yapisal malzemelerinin,
metallerin ve alasimlarin radyasyon hasarinin tespitinde ve reaksiyon hizinin
arastirilmasinda kapsamli bir sekilde kullanilabilir [ 1-20]. Bu nedenle, niikleer modellerin
teorik olarak tahminlerini iyilestirmek i¢in yeni niikleer kesit verilerine ihtiyag
duyulmaktadir. Ozellikle deneysel verilerin olmadig, yetersiz oldugu veya deneysel
olarak tesir kesitlerinin olgiilmesinin ¢ok zor oldugu durumlarda, pargacik kaynakli
reaksiyon tesir kesitlerini tahmin etmek i¢in niikleer reaksiyon modelleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Elde edilen teorik reaksiyon sistematikleri, niikleer reaksiyon tesir
kesitlerinin tahmininin ve hesaplanmasi ile ilgili ¢alismanin 6nemli bir pargasidir.
Deneysel 6l¢iim sonuglar1 ve teorik modellerle yapilan hesaplamalarin yardimiyla
reaksiyon tesir kesiti degerlendirmelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir [5, 21-22].

14,0-15,0 MeV civarindaki ndtron gelme enerjileri; (n,p), (n,2n) ve (n,a) gibi
reaksiyonlar i¢in ¢ekirdegi uyarmaya yeterlidir. Notron girisli reaksiyon tesir kesitleri,
malzemelerin mekanik ve fiziksel 6zellikleriyle niikleer olaylari anlamak i¢in en temel ve
gelismis fiizyon reaktorlerinin tasarimi i¢in olduk¢a onemlidir. Literatiirde, arastiricilar
tarafindan 14,0 MeV noétron enerjisi civarindaki tesir kesit oranlarinin belirlenmesi
lizerine bir¢ok ¢alisma yapilmistir [5-6, 8-9, 11-13, 23-29]. Fakat yar1 kararlt durumlarda
taban durum tesir kesit verilerinde uyusmazliklar oldugu goriillmekte ve genis enerji
bolgelerinde dnemli miktarda yeni niikleer verilere ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu nedenle,
veri tabaninin giivenilirligini arttirmak i¢in daha hassas Olglimlerin yapilmasi
gerekmektedir.

Niikleer reaksiyon tesir kesit verileri, basta deneysel l¢timler olmak {izere, teorik model
hesaplamalar1 ve ENDF (Evaluated Nuclear Data File) kiitiiphanesinde oldugu gibi
degerlendirilmis veri dosyalar1 olmak tizere {i¢ farkli sekilde elde edilebilir. Teorik model
hesaplamalarinda genel olarak ALICE-ASH [5], TALYS-1.95 [26,28] ve EMPIRE-3.2
[30-32] gibi farkli niikleer reaksiyon programi kodlari1 yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu calismada, ALICE-ASH, TALYS-1.95 ve EMPIRE-3.2 kodlar1 kullanilarak farkli
seviye yogunluk modellerinde Ir-191 ve Ir-193 izotoplar i¢in (n,p), (n,2n) ve (n,o)
reaksiyon tesir kesitlerinin teorik hesaplamalar1 arastirilmigtir. Periyodik tablonun 8B
grubunda bulunan ve atom numarasi 77 olan iridyum (Ir) elementi 1844 yilinda kimyact
Klaus tarafindan kesfedilmistir. Cok sert, yogun ve kirilgan bir yapiya sahip olan iridyum
elementi, yiliksek sicakliklarda islenebilen ve en yiiksek korozyon direncine sahip
metaldir. Toz halindeki Iridyum (Ir-192) reaktiftir ve gama 1511 kaynagi olarak
kullanilabilir. Saf iridyum, hicbir asitten etkilenmez. Alasimlara sertlik ve dayaniklilik
kazandirmak amaciyla ve dayanikli kimyasal materyallerin yapiminda kullanilir.

2. Materyal ve Metot

Bu calismada;  °r(n,2n)*lr,  ¥3¥Ir(n,2n)1%21r,  ¥r(n,p)%*0s,  *3Ir(n,p)*0s,
¥r(n,0)'®8Re ve Ir(n,a)!*°Re reaksiyonlar igin tesir kesitleri hesaplanmustir. Teorik
model hesaplamalarinda ALICE-ASH TALYS-1.95 ve EMPIRE-3.2 bilgisayar
programlar1 kullanilmigtir. Bu bilgisayar kodlari, niikleer reaksiyonlarla tesir kesiti
hesaplamalarinda ve uyarma fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde Onemli rol
oynamaktadir. Hesaplamalardan elde edilen sonuc¢lar, EXFOR’dan (National Nuclear
Data Center) elde edilen deneysel sonuglarla ve ENDF’den (Evaluated Nuclear Data File)
elde edilen degerlendirilmis sonugclarla karsilastirilmistir.
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Ik kez Blann (1991) [21] tarafindan ALICE-91 kodu olarak gelistirilen ve daha sonra
giincellenen ALICE-ASH kodu 300.0 MeV enerjiye kadar niikleer reaksiyon tesir kesit
hesaplamalarinda kullanilmaktadir. ALICE-ASH kodu, bilesik ¢ekirdek bozunumu igin
Weisskopf-Ewing (WE) formalizmini [33,34] ve Denge-oncesi (pre-equilibrium: PEQ)
bozunma siireci igin Geometrik Bagimli Hibrit Modellerini (GDH) uygular [21,34-36].
Bu ¢aligmada, Fermi gaz seviye yogunluk (FGM) modeli kullanilmigtir.

1980 yilinda ilk kez yaymlanan EMPIRE kodu dogrudan reaksiyonlar, denge oncesi
reaksiyonlar ve bilesik reaksiyonlar i¢in kullanilmaktadir [30-32]. Bu kod sistemi,
Hauser-Feshbach modeli, optik modeli, Multi-step Direc (MSD), Multi-step Compound
(MSC), eksiton ve hibrit Monte Carlo simiilasyon modellerini hesaplar. Agir iyon
kaynakl1 reaksiyonlar i¢in enerji aralig1 rezonans bolgesinin hemen iistiinden birkag yiiz
MeV’e kadar degismektedir [32,36]. Bu g¢alismada, EMPIRE-3.2 (Malta) ile
Genellestirilmis Stiper Akiskan Modeli (Generalized Superfluid Model: GSFM) [2-3]
kullanilmistir.

Linux tabanli bir bilgisayar kod programi olan TALYS kod sistemi 1 keV — 1 GeV enerji
araliginda ¢alisan, niikleer fizikgiler tarafindan en ¢ok kullanilan ve deneysel sonuglarla
oldukca uyumlu sonuglar veren bir niikleer reaksiyon programidir. Genel olarak,
dogrudan, bilesik, denge Oncesi ve fisyon reaksiyonlari i¢in en yeni niikleer modellerin
bir¢ogunu uygulamak icin kullanilabilir [28,33]. Bu ¢alismada, Sabit Sicaklik Fermi Gaz
Modeli (Constant Temperature Fermi Gas Model: CTFGM) [1] kullanilmastir.

3. Bulgular

Bu calismada, 20,0 MeV’e kadar %r(n,2n)!*Ir, %3Ir(n,2n)%Ir, *ir(n,p)!0s,
1981r(n,p)1%30s, Pr(n, «)'®Re ve *Ir(n,a)!*Re reaksiyonlarinin tesir kesitleri teorik
olarak hesaplanmistir. Hesaplamalarda, ALICE-ASH, EMPIRE-3.2 ve TALYS-1.95
bilgisayar programlari kullanilmistir. Hesaplamalarda, seviye yogunlugu hesaplamalari
icin ALICE-ASH kodunda Fermi gaz model (FGM), EMPIRE-3.2 kodunda
Genellestirilmis Stiper Akiskan Modeli (GSFM) [2-3] ve TALYS-1.95 kodunda Sabit
Sicaklik+Fermi Gaz Modeli (CTFGM) [1,3] yogunluk modelleri kullanilmustir.
Modellerden hesaplanan °+1%3Ir izotoplarinin (n,2n), (n,p) ve (n,o) tesir kesit sonuglar
EXFOR (Experimental Nuclear Reaction Data) veri tabanindaki deneysel verilerle ve
ENDF (Evaluated Nuclear Data File) veri tabanindaki ENDFB-VIII.0, JEFF-3.3 ve
JENDL-2017 kiitiiphanelerindeki  hesaplanmis olan degerlendirilmis verilerle
karsilastirilir. Ayrica, 14,5 MeV civarinda modellerden, degerlendirilmis verilerden ve
deneysel verilerden olusan sonuglar Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. 14,5 MeV civarinda ****%Ir izotoplari igin teorik (n,2n),(n,p) ve (n,o) reaksiyon tesir kesitleri

¥lr (mb) 1981y (mb)
n,2n n,p n,a n,2n n,p n,a
EMPIRE-3.2 2240,90 10,01 1,10 2319,70 6,09 0,43
TALYS-1.95 2108,55 6,4 0,87 1980,72 3,92 0,29
ALICE-ASH 2384,30 7,92 0,66 2447,75 54 0,27
ENDFB-VIII.0 2201,53 4,57 0,71 2189,50 2,69 0,23
JEFF-3.3 2201,53 4,57 0,70 2189,50 2,68 0,22
JENDL-2017 2201,31 4,68 0,74 2199,59 2,51 0,29
Literatiir (EXFOR)  2077,0+135 4,38+1,15 0,63+0,03 2005,0+100 4,9+0,6 0,1
1995,0+£100  4,8+0,8 1818,0+112  2,44+1,2
1902,0+5,14 2040,0+100
2034,0+4,56
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3.1 %r(n,2n)*Ir reaksiyonu

Ug farkl seviye yogunluk modeli kullanilarak *°*Ir(n,2n)**°Ir reaksiyonunun 20,0 MeV’e
kadar hesaplanan tesir kesitlerinin degisimini veren grafik Sekil 1’de verilmistir.
Modellerden hesaplanan tesir kesit egrileri incelendiginde, 8,0-11,0 MeV’e kadar
EMPIRE-3.2, TALYS-1.95 ve ALICE-ASH modellerinden hesaplanan tesir kesit egrileri
Patronis ve ark. (2007) [37] tarafindan verilen deneysel degerler ile yaklasik olarak
uyumlu oldugu goriilmektedir. Ayrica, ayni enerji araliginda JENDL-2017 disinda ENDF
veri kiitliphanesinden alinan diger degerlendirilmis tesir kesit verileriyle de uyumlu
oldugu gozlenmistir. 11,0-15,0 MeV’lik enerji araliginda EMPIRE-3.2 ile hesaplanan
Genellestirilmis Siiper Akiskan Modeli (GSFM) [2-3] ile hesaplanan tesir kesit degerleri
biitiin diger tesir kesit degerlerinden daha yiiksek oldugu gozlenirken, 15,0-20,0 MeV
araliginda diismeye baslamistir. 16,0-18,0 MeV araliginda EXFOR’dan elde edilen
Herman ve ark. (1984) [38] tarafindan verilen deneysel degerler ile uyumluluk
gostermistir. Benzer sekilde, TALYS-1.95 kodunda CTFGM [1, 3] ile elde edilen tesir
kesit degerleri 13,0 MeV’den sonra 6zellikle EXFOR’dan elde edilen Herman ve ark.
(1984) [38] ve Bayhurst ve ark. (1975) [39] tarafindan verilen deneysel degerler ile
uyumluluk géstermistir. ALICE-ASH kodunda FGM ile elde edilen tesir kesit degerleri
yaklagik olarak 14,0 MeV’den sonra digerlerinden daha fazla degisim gosterdigi
gozlenmistir. Tablo 1°de verildigi gibi, 14,5 MeV’lik nétron enerjisinde EMPIRE-3.2,
TALYS-1.95 ve ALICE-ASH seviye yogunluk modellerinden hesaplanan tesir kesit
degerleri sirastyla 2240,9 mb, 2108,55 mb ve 2384,3 mb olarak verilmistir. ENDFB-
VII1.0, JEFF-3.3 ve JENDL-2017 kiitiiphanelerden alinan degerlendirilmis verilerin ise
strastyla 2100,42 mb, 2201,53 mb, 2201,53 mb ve 2201,31 mb oldugu goriilmektedir.
Benzer sekilde, 14,5 MeV civarinda Herman ve ark. (1984) [38], Bayhurst ve ark. (1975)
[39] ve Filatenkov (2016) [40] tarafindan elde edilen deneysel deger ise sirasiyla
2077,0£135mb, 1995,0+100 mb ve 1902,0+5,14 mb (EXFOR) olarak verilmistir.
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3.2 %1Ir(n,2n)*2Ir reaksiyonu

8,0-20,0 MeV enerji araligindaki **Ir(n,2n)*?Ir reaksiyonu igin hesaplanan ve elde edilen
tesir kesit verileri Sekil 4.2°de verilmistir. ALICE-ASH, EMPIRE-3.2 ve TALYS-1.95
ile hesaplanan tesir kesit egrileri incelendiginde, yaklasik 11,0 MeV’e kadar
degerlendirilmis kiitiphane (ENDFB-VIII.0, JEFF-3.3 ve JENDL-2017) egrileriyle ve
EXFOR’dan alinan Bayhurst ve ark. (1975) [39] tarafindan verilen deneysel egrisiyle
uyumlu oldugu goézlenmistir. 10,0 MeV’den sonra EMPIRE-3.2 egrisi diger tesir kesit
egrilerine gore daha yliksek olarak artis gosterirken, TALY S-1.95 egrisinin ise diger tesir
kesit egrilerine gore daha diisiik olarak artis gosterdigi goriilmiistiir. 12,0 MeV’den sonra
ALICE-ASH egrisi diger tiim tesir kesit degerlerine gore daha yiiksek degisim
gostermistir. Hemen hemen tiim enerji araliginda ENDFB-V111.0 ve JEFF-3.3 kiitiiphane
verilerinin bir biriyle uyumlu oldugu goézlenmistir. 15,0 MeV’den sonra JENDL-2017
kiitliphane verisinin ise hata degerleri aralifi géz Oniline alindiginda Bayhurst ve ark.
(1975) [39] ve Herman ve ark. (1984) [38] tarafindan verilen deneysel degere yaklasik
uyumlu oldugu gozlenmistir. Tablo 1’de 14,5 MeV civarinda Ir-193 izotopu igin teorik
(n,2n) reaksiyon tesir kesitleri EMPIRE-3.2 ile 2319,7 mb, TALYS-1.95 ile 1980,72 mb
ve ALICE-ASH ile 2447,75 mb olarak hesaplanirken ENDF’den elde edilen egrisi
ENDFB-VII1.0, JEFF-3.3 ve JENDL-2017 ait degerlendirilmis verilerin ise sirasiyla
2053,48 mb, 2189,5 mb, 2189,5 mb, ve 2199,59 mb olarak elde edilmistir. 14,5 MeV’de
EXFOR’dan elde edilen deneysel degerler Bayhurst ve ark. (1975) [39] tarafindan
2005,0£100 mb, Filatenkov (2016) [40] tarafindan 2034,0+4,56 mb, Herman ve ark.
(1984) [38] tarafindan 1818,0+11 mb ve Konno ve ark. (1993) [41] tarafindan 2040,0+1
mb olarak verilmistir.
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3.3 1%r(n,p)**'Os reaksiyonu

13,0-20,0 MeV’lik enerji arahiginda Ir(n,p)***Os reaksiyonunun modellerden,
degerlendirilmis kiitliphane verilerinden ve EXFOR’dan alinan deneysel tesir kesit
verileri Sekil 3°de verilmistir. Sekil 3’den goriildiigi gibi, EMPIRE-3.2 ile hesaplanan
tesir kesit egrisi 13,0 MeV’den sonra diger tesir kesit egrilerine gore daha yiiksek artig
gostermistir. ALICE-ASH ve EMPIRE-3.2 egrileri tiim enerji aralig1 boyunca deneysel
degerlerden oldukea yiiksek degerlere sahipken, TALYS-1.95 ile hesaplanan tesir kesit
egrisinin EXFOR’dan elde edilen deneysel degerlere en yakin degisim gdosterdigi
goriilmektedir. 13,0 MeV — 15,0 MeV araliginda elde edilen deneysel degerlere en uygun
egrilerin ENDFB-VIIL.O, JEFF-3.3 ve JENDL-2017 kiitiiphanelerden alinan
degerlendirilmis verilere oldukc¢a yakin oldugu goriilmektedir. Tablo 1’°de goriildiigii gibi,
14,5 MeV civarinda teorik olarak EMPIRE-3.2 ile 10,01 mb, TALYS-1.95 ile 6,4 mb ve
ALICE-ASH ile 7,92 mb olarak hesaplanmistir. Degerlendirilmis kiitliphane verileri ise
sirastyla ENDFB-VIIILO0 ile 4,57 mb, JEFF-3.3 ile 4,57 mb ve JENDL-2017 ile 4,68 mb
olarak tespit edilmistir. Literatiirden (EXFOR) elde edilen deneysel veriler ise ayni enerji
civarinda Filatenkov (2016) [40] tarafindan 4,38+1,15 mb ve Molla ve ark. (1977) [42]
(EXFOR) tarafindan 14,7 MeV’de 4,8+0,8 mb olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 3. °%Ir(n,p)**1Os reaksiyonun tesir kesitleri
3.4 1%1r(n,p)**30s reaksiyonu

19311 (n,p)1%0s reaksiyonunun nétron enerjisine bagl tesir kesitlerini gosteren grafik Sekil
4°de verilmistir. Sekil 4 incelendiginde, , EMPIRE-3.2 ile hesaplanan tesir kesit egrisi
14,0 MeV’den sonra TALYS-1.95 ve ALICE-GDH’den elde edilen teorik tesir kesit
egrilerine gore ve ozellikle ENDF kiitiiphane verilerine ve deneysel verilere gore daha
yiiksek artig gostermistir. ALICE-ASH, EMPIRE-3.2 ve TALYS-1.95 ile hesaplanan
tesir kesit egrileri incelendiginde ve kendi aralarinda kiyaslandiginda, ALICE-ASH
egrisinin EMPIRE-3.2 egrisine gore daha diisiik oldugu goézlenirken TALYS-1.95
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egrisine gore daha yliksek oldugu gozlenmistir. 14,0 MeV — 15,0 MeV araligindaki
deneysel EXFOR verilerinin hata degerleri araliginda tesir kesit verilerinin TALYS-1.95
ile uyumlu olduklar1 gozlenmistir. 14,7 MeV’de TALYS-1.95 kodu ile hesaplanan tesir
kesit degerine en yakin deneysel degerin Molla ve ark. (1977) [42] tarafindan (4,9+0,6
mb) verilen deger oldugu goriilmektedir. Ayrica, ENDFB-VIII.0, JEFF-3.3 ve JENDL-
2017 kiitiiphane verilerine en yakin degisim gosterdigi goriilirken ALICE-GDH’den,
EMPIRE-3.2 egrilerinin daha yiiksek olduklar1 goriilmiistiir. Tablo 1’de verildigi gibi
14,5 MeV civarinda Ir-193 izotopunun (n,p) reaksiyonunun modellerden hesaplanan tesir
kesit degerleri 6,09 mb (EMPIRE-3.2), 3,92 mb (TALYS-1,95 [28]) ve 5,4 mb (ALICE-
ASH) olarak hesaplanirken, ENDF’den alinan degerler 2,69 mb (ENDFB-VIII.0), 2,68
mb (JEFF-3.3) ve 2,51 mb (JENDL-2017) olarak kaydedilmistir. EXFOR’dan alinan
Filatenkov (2016) [40] ve Molla ve ark. (1977) [42] tarafindan elde edilen deneysel
degerlerin ise sirasiyla 2,44+1,2 mb ve 4,9+0,6 mb oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4. 13Ir(n,p)***0Os reaksiyonun tesir kesitleri
3.5 ¥ r(n,a)'®Re reaksiyonu

¥%1r(n, o) ®8Re reaksiyonunun 10,0 - 20,0 MeV araliginda EMPIRE-3.2, TALYS-1.95 ve
ALICE-ASH kodlari kullanilarak degisik yogunluk modellerinde hesaplanan tesir kesiti
degerlerinin degisim grafikleri Sekil 5’de verilmistir. Filatenkov (2016) [40] tarafindan
verilen deneysel tesir kesit degerleri 13,64 ile 14,82 MeV araliginda olup hata
degerlerinin ise 0,42 mb ile 0,99 mb araligindadir. 13,7 MeV’de her {i¢ modelden
hesaplanan tesir kesit degerleri Filatenkov (2016) [40] tarafindan verilen deneysel tesir
kesit degerlerine olduk¢a yakin deger almigtir. ALICE-ASH ve TALYS-1.95 kodlar ile
hesaplanan tesir kesit egrilerinin hata degerleri araliginda deneysel degerler ile uyum
icinde oldugu goézlenmistir. Ayni sekilde, 10,0 - 20,0 MeV araliginda ALICE-ASH
egrisinin ENDFB-VIII.0O, JEFF-3.3 ve JENDL-2017 egrilerine benzer oldugu
goriilmektedir. Bu reaksiyonda, 6zellikle 15,0 MeV’den sonra modellerden hesaplanan
EMPIRE-3.2 ile TALYS-1.95 tesir kesit egrileri yaklagik ayn1 degisimi gosterirken
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ALICE-ASH, ENDFB-VII1.0, JEFF-3.3 ve JENDL-2017 egrilerine gore ise daha fazla
artis gosterdigi goriilmektedir. Tablo 1’de goriildiigii gibi yaklasik 14,5 MeV’de Ir-191
izotopu i¢in teorik (n, o) reaksiyon tesir kesitleri EMPIRE-3.2 ile 1,10 mb, TALYS-1.95
ile 0,87 mb ve ALICE-ASH ile 0,66 mb olarak hesaplanirken ENDF’den elde edilen
egrist ENDFB-VII11.0, JEFF-3.3 ve JENDL-2017 ait degerlendirilmis verileri ise sirasiyla
1,12 mb, 0,71 mb, 0,70 mb, ve 0,74 mb olarak elde edilmistir. Filatenkov (2016) [40]
tarafindan (EXFOR) verilen deneysel tesir kesit degeri ise 14,7 MeV’de 0,63+0,03 mb
olarak verilmistir.
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Sekil 5. 1°%Ir(n,o))*®8Re reaksiyonun tesir kesitleri
3.6 °%1r(n,a)'*Re reaksiyonu

20,0 MeV nétron gelme enerjisine kadar 1%1r izotopunun (n,o) reaksiyonunun teorik tesir
kesiti hesaplamalarinin grafikleri Sekil 6’da verilmistir. Sekil 6 incelendiginde, EMPIRE-
3.2 egrisinin digerlerine gore daha fazla artis gosterdigi goriilmektedir. EXFOR’dan elde
edilen 13,64-14,82 MeV araligindaki deneysel tesir kesit degerleri 0,05 mb ile 0,18 mb
araliginda degismektedir (Filatenkov 2016) [40]. Deneysel tesir kesit degerlerinin hata
degerleri de g6z Oniine alindiginda hem modellerden hesaplanan TALYS-1.95 [28],
ALICE-ASH degerlerine hem de ENDFB-VI11.0, JEFF-3.3 kiitiiphane degerlerine benzer
oldugu goriilmektedir. Tablo 1’de verildigi gibi 14,5 MeV’°de, EMPIRE-3.2, TALYS-
1.95 ve ALICE-ASH model kodlarindan hesaplanan tesir kesitleri sirasiyla 0,43 mb, 0,29
mb ve 0,27 mb olarak hesaplanirken, ENDFB-VIII.0, JEFF-3.3 ve JENDL-2017’ye ait
degerlendirilmis kiitiiphane verileri ise sirasiyla 0,23 mb, 0,22 mb, ve 0,29 mb olarak
verilmistir. EXFOR’dan elde edilen deneysel tesir kesit degeri ise 14,7 MeV’de
0,09+0,03 mb (Filatenkov 2016) [40] olarak verilmistir.
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Sekil 6. 1*3Ir(n,c)*°Re reaksiyonun tesir kesitleri

4. Sonuc¢ ve Yorum

Bu calismada, iridyum izotoplarmin (**¥%3Ir) (n,2n), (n,p) ve (n,a) reaksiyon tesir
kesitleri 20,0 MeV’e kadar teorik olarak hesaplanmistir. Hesaplamalar, ALICE-GDH’de
[5] Fermi gaz modeli (FGM), EMPIRE-3.2°de (Herman ve ark., 2013) Genellestirilmis
Stiper Akiskan Modeli (GSFM) ve TALYS-1.95 ’de Sabit Sicaklik Fermi Gaz Modeli
(CTFGM) gibi yogunluk modelleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Modellerden
hesaplanan reaksiyon tesir kesit sonuglart EXFOR’dan alinan deneysel verilerle, ENDF
niikleer veri kiitliphanesinden alinan ENDFB-VIII.0, JEFF-3.3 ve JENDL-2017
degerlendirilmis veri sonuglartyla karsilagtirilmistir. Ayrica, 14,5 MeV civarindaki
ALICE-ASH, EMPIRE-3.2 ve TALYS-1.95 degerleri hem deneysel hem de
degerlendirilmis kiitiiphane verileriyle de karsilastirilmistir (Tablo 1).

ALICE-ASH, EMPIRE-3.2 ve TALYS-1.95 kullanilarak 20,0 MeV’e kadar elde edilen
sonuglar kisaca asagida ozetlenmistir.

- BYr(n,2n)*01r ve %Ir(n,2n)'%Ir niikleer reaksiyonlarinda; ALICE-ASH ile
hesaplanan tesir kesit degerlerinin 10,0-15,0 MeV araliginda diger tiim tesir kesit
degerlerinden daha yiiksek oldugu ve 15,0 MeV’den sonra azalarak EMPIRE-3.2
ve TALYS-1.95 verilerine ve deneysel ve degerlendirilmis verilere benzer
degisim gosterdigi gdzlenmistir. TALYS-1.95 egrisinin deneysel degerlere daha
yakin degisim gosterdigi gozlenmistir. EMPIRE-3.2 ile elde edilen tesir kesit
egrilerinin 15,0 MeV’e kadar deneysel ve degerlendirilmis verilerle uyumlu
oldugu goriiliirken, 15 MeV’den sonra daha fazla artis gosterdigi goriilmektedir.

- Br(n,p)t*os ve *Ir(n,p)*0s niikleer reaksiyonlarinda; EMPIRE-3.2 ile
hesaplanan tesir kesit degerlerinin 10,0-15,0 MeV nétron gelme araliginda genel
olarak digerlerine gore daha yiiksek oldugu goézlenmistir.
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- r(n,p)**'0s reaksiyonunda, TALYS-1.95 verilerine gore ALICE-ASH ve
EMPIRE-3.2 ile hesaplanan teorik verilerin deneysel ve kiitiiphane verilerinden
genel olarak daha yiiksek oldugu goriilmektedir. TALYS-1.95 degerlerinin
deneysel degerlere daha yakin oldugu goriilmektedir. ALICE-ASH degerlerinin
EMPIRE-3.2°¢ gore daha disik, TALYS-1.95’e¢ gore daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Deneysel verilerin ENDFB-VIII.0, JEFF-3.3 ve JENDL-2017
kiitiiphane verilerine daha yakin oldugu gorilmiistiir.

- 1B¥)r(n,p)**0s reaksiyonunda, ALICE-ASH, EMPIRE-3.2 modellerinden
hesaplanan tesir kesit egrilerinin deneysel ve degerlendirilmis kiitiiphane
verilerine gore daha yiiksek degerlere sahip olduklar ve 6zellikle, EMPIRE-3.2
egrisinin 14,0 MeV’den sonra daha da fazla artis gosterdigi goriilmektedir.
TALYS-1.95 ile hesaplanan tesir kesit degerlerinin ise deneysel ve
degerlendirilmis degerlere daha yakin oldugu goriilmektedir.

- Br(n, o)'®Re ve BIr(n,a)'®Re reaksiyonlarinda, genel olarak 15,0 MeV’e
kadar her ii¢ modelden hesaplanan tesir kesit egrileri deneysel ve kiitiiphane
verilerine benzerlik gosterirken, 15,0 MeV’den sonra EMPIRE-3.2 ve TALYS-
1.95 egrilerinin daha fazla arttig1 goriilmektedir. ALICE-ASH egrilerinin hem
deneysel hem de degerlendirilmis kiitliphane verileri ile uyumlu oldugu
goriilmektedir.

Sonug olarak, niikleer teknolojide farkli uygulamalar i¢in 20,0 MeV’e kadar nétron gelme
enerjili reaksiyon kesit verileri niikleer fizik, niikleer astrofizik, niikleer tip gibi pek ¢ok
niikleer alanda gereklidir. Bu nedenle, 20,0 MeV’e kadar ALICE-ASH, EMPIRE-3.2 ve
TALYS-1.95 bilgisayar kodlar1 kullanilarak hesaplanan iridyum (***%3Ir) izotoplarinin
(n,2n), (n,p) ve (n,a) reaksiyon tesir kesit sonuglarinin literatiire katki saglayacagina ve
sonuclarin gelecekte yapilacak olan tesir kesit arastirmalarinin gelistirilmesine ve
ozellikle deneysel verilerin bulunmadigi durumlar i¢in arastirmacilara 6nemli katkilar
saglayacagina inanilmaktadir.

Arastirmacilarin Katki Orami Beyam

Halide SAHAN: Arastirma, Veri Temini, Veri Analizi, Orijinal Taslak Yazimi, Inceleme ve
Diizenleme, Gorsellestirme.

Eda SENYIGIT: Arastirma, Veri Temini, Veri Analizi, Kaynak, Materyal, Analiz.

Catisma Beyam

Bu ¢alismanin yazarlari olarak herhangi bir ¢catisma beyanimiz bulunmadigin1 bildiririz.
Etik Kurul Onay1 ve Aydinlatilmis Onam Bilgileri

Bu ¢alismanin yazarlar1 olarak herhangi bir etik kurul onay1 ve/veya aydinlatilmis onam
bilgileri beyanimiz bulunmadigini bildiririz.
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Oz: Prematiire retinopatisi (ROP) hastaliginin teshisinde, retinadaki kan damarlarinin
Ozellikleri olduk¢a Onemlidir. Erken dogan bebeklerde retina kan damarlar1 biiyiimesini
tamamlayamaz. Dogum sonrasi, bazi tetikleyici durumlar diizenli damarlarin olugumunun
durmasina ve anormal kan damarlarinin anormal doku olusturarak genislemeye baglamasina
neden olur. Bu durumunun derecesinin artmasi ile retina hasarlar1 olusabilir. Ozellikle
prematiire dogan bebeklerin, prematiire retinopatisi hastaligi kapsaminda oldugu i¢in, damar
aglarinda gelismeleri takip ederek hastaligin seyrini takip etmek Onemlidir. Bu c¢alismada
amacimiz, prematiire bebeklerin retina goriintiileri lizerine goriintli isleme yOntemleri
uygulayarak ROP goriintiilerindeki damar yollarinin tespiti ve segmentasyonu i¢in yontemler
gelistirmektir. Uygulanan bu yontemler, ROP goriintiilerine uygulanarak sonuclar sayisal
olarak karsilastirilmistir. Sonug olarak, en uygun goriintii isleme yonteminin, Tepe sinyalinin
guriiltiye oram1 (PSNR) degerlerine gore; esikleme yonteminde OTSU, filtreleme
algoritmasinda ise Gaussian filtresinin oldugu saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Prematiire retinopatisi, Retina goriintiileri, Goriintii isleme.

Comparison of Performances of Different Image Processing Methods in
Detection of Prematurity Retinal Blood Vessels

Abstract: The properties of the blood vessels in the retina are very important in the diagnosis
of retinopathy of prematurity (ROP). In premature infants, the blood vessels of the retina cannot
complete their development. Post-natal, certain triggering circumstances cause the creation of
regular veins to cease and abnormal blood vessels begin to enlarge forming abnormal tissue.
With the increase in the degree of this condition, retinal damage may occur. It is crucial to
follow the progress of the disease by following the developments in the vascular networks,
especially since babies born prematurely are at greater risk for ROP. The purpose of this study
is to develop methods for the detection and segmentation of vascular pathways in ROP images
by applying image processing methods to retinal images of preterm neonatal. These methods
have been applied to ROP images and the results have been compared numerically. As a result,
according to the Peak Signal to Noise Ratio (PSNR) values of the most appropriate image
processing method; It has been determined that there is an OTSU filter as the thresholding
method and a Gaussian filter as the filtering algorithm.
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1. Giris

Retina bolgesi, gorme olayini saglayan sinir liflerini iceren gézdeki bir kisimdir. Retina
ag tabakas1 olarak g6z kiiresinin arka duvarindadir. Retina bolgesinde milyonlarca gérme
hiicresine sahiptir ve gérme bilgisinin islendigi yerdir. Retinay1 olusturan bu goérme
hiicreleri optik sinir lifleriyle bilgileri goérme sinirlerine ulastirirlar. Gorme sinirleri
goriintii bilgisini beyne bir kanal vasitasiyla iletirler. Retinadaki olasi diizensizlikler
ve/veya bozukluklarda, goriintiiniin bilgisi beyne hatali bir sekilde iletilmesine bazen de
hi¢ iletilmemesine neden olabilir [1]. Prematiire bebekler i¢in retinadaki optik diskin
yerinin belirlenmesi, biiyiikliigl, hastaligin yerlesim durumu (zon) bélgelerdeki degisim
damarlarin kalinligi, uzunlugu ve siklig1 bilgileri cok onemlidir. Retina tabakasinda
degisimler prematiire bebeklerde ¢ok hizli gelismektedir. Prematiire retinopatisi (ROP)
hastaliginin teshisi diizenli kontrole baglidir. Son yillarda prematiire bebek sayisinin
artmasi da doktorlarin is ylkiini arttirmaktadir. Ayrica, hastalik ¢ok hizli gelistiginden
dolayi, teshis ve tedavi arasinda gegen siire ¢ok 6nemlidir [1]. Zamani1 hizli kullanmak ve
is yikiini hafifletmek i¢in otomatik tanimlama sistemlerinin gerekliligi ortaya
cikmaktadir.

Retinadaki kan damarlarinin segmentasyonunda; damarlarin uzunlugu, kalinligi,
dallanma noktalarinin ve agilarinin tespit edilmesi 6nemlidir. Bu &zellikler diyabet,
hipertansiyon ve ¢esitli géz hastaliklarinin tespit edilmesi i¢in kullanilmaktadir. Retina
ile yapilan caligmalar da genel olarak dort filtreleme yontemi kullanilmaktadir [2].
Esikleme temelli calismalar, Morfolojik Operatorlerin kullanildigi ¢alismalar, Makine
O0grenmesi temelli c¢alismalar ve Hibrit ¢alismalar en ¢ok kullanilan yontemlerdir.
Morfolojik goriintii isleme yontemi, sekillerin bigimsel yapilarina bakarak nesneleri ayirt
etmemize ve gruplayabilmemize olanak saglar. Zana ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada, matematiksel morfoloji yontemleri kullanarak damar segmentasyonu ve mikro
anevrizma tespiti yapmuslardir. Ozel bolgelerin tespitinde oldukca hizli sonug veren ve
giiriiltiiyii absorbe eden bir yontem olarak literatiirde oldukea sik kullanilmaktadir [3].

Toptas ve arkadaglari, esikleme temelli morfolojik yontem kullanarak DRIVE veritabani
tizerinde %95 oraninda damarlarin dogruluk tespitini yapmiglardir. Esikleme islemi, gri
Olcekli bir gorlintiiniin yogunluk seviyesine gore siniflara ayrildig bir islemdir [4]. Bu
siiflandirma islemi icin degisik yontemler kullanilarak uygun bir esik degeri se¢gmek
gerekir. Bu c¢alismada esik degerinin belirlenmesi bulanik mantik ¢ikarimlar ile
yaptlmistir. Makine Ogrenmesinin bir¢ok yontemi olmakla beraber Niemeijer ve
arkadaslari, k-En Yakin Komsu simniflandiricist1  kullanarak retina damarlarini
siiflandirma ile ¢alismiglardir. Damarlar1 arka goriintiiden ayirmada en ¢ok kullanilan
yesil kanal tizerinde yapilan ¢alismada, komsu piksellerin 6zelliginden yararlanilarak
ortaya cikan degerleri 6znitelik olarak kullanmislardir [5].

GeethaRamani ve arkadaslari, yaptiklari calismada kan damarlarini segmente etmek icin
oncelikle goriintiilere morfolojik isleme tabi tutmuslar, temel bilesen analizi ile
Ozniteliklerini c¢ikartip, K-means algoritmasi ile pikselleri gruplandirip damarlar
segmente etmislerdir. Sonug olarak %95,3 liikk bir basar1 orani tespit etmislerdir [6]. Foos
‘un yapmis oldugu arastirmada; retinanin yapisal bozuklugu sonucunda prematiire
bebeklerde korliikkle sonuglanabilen bu hastaligin goriilme sikliginda o6zellikle son
yillarda artis oldugu tespit edilmektedir [7]. Hastaliga neden olan bir¢ok nedeni tespit
etmisler; fakat asil nedenin hizli bir sekilde ilerleyen bolgesel retina iskemisi ve bunun
sonucu olusan neovaskiilarizasyon iken; kronik fazda ise membran olusumu
gercekleserek, retina dekolmanina sebep olur. Akut fazdaki hastaligin %90°1 ani ve
beklenmedik bir sekilde gerileyerek fazla bir gorme kaybina yol agmazken, %10 kadar1
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ise ilerleyerek retina dekolmani ve sonugta korliige kadar gidebilecek kusurlara yol
acabilir [7].

Kylstra ve arkadaslari, yaptiklar1 arastirmada, retina damarlarindaki egrilik, damarlarin
cap1 ve degisen basing arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Bunun i¢in 10 farkli lateks tiip
kullanip farkli basing kuvvet ile iclerine su pompalamigladir. Yapilan testlerde; basing
arttikga belirli bir seviyeden sonra once tiipleri genisledigini, daha sonra da tiiplerde
kivrimlarin olustugunu tespit etmislerdir. Tiipiin baslangi¢c ve bitis noktasi arasina bir
cizgi ¢ekerek olusan kivrimlarin tepe noktalarmin yiiksekligini 6lgerek basinci tahmin
etmeye calismiglardir. Boylece basing ve kan damarlar1 arasindaki baglantiy1 bilimsel
olarak agiklamislardir [8].

ROP hastaligi1 1984 yilinda kabul edilen ve 1987 yilinda gelistirilen ICROP (International
Classification of Retinopathy of Prematurity) komisyonunun aldigi kararlara gore
siiflandirma yapilmaya baglanmistir. Son olarak da 2005 yili temmuz ayinda uluslararasi
siiflandirmanin diizeltilmis hali yayinlanmigtir. Alt1 iilkeden 15 oftalmolog tarafindan
olusturulan degisiklikler neticesinde ICROP siniflandirmasi tekrar degismistir.
Uluslararasi siniflandirma sistemi; g6z ¢ukuruna gore belirlenen zon bolgeleri, hastaligin
vaskiiler proliferasyon derecesi, hastaligin gelisim olarak ii¢ klinik Ozniteligi temel
almaktadir. Ayrica siiflandirma sisteminde dilatasyonu ve carpisiklikartmig damarlarin
varlig1 veya yoklugu da dikkate alinmis ve bu durum plus hastalig1 adiyla belirtilmistir

[9].

Sayisal goriintiilerde; giiriiltiileri yok etme, gorlintiiniin netlestirilmesi saglama,
gorlintliyli boliimlere ayirma ve istenilen bolgelerdeki ayrintilar1 ortaya c¢ikarma
islemlerine goriintii isleme yontemleri denilmektedir [10-11]. Bu ¢alisma kapsaminda,
ROP goriintiilerine farkli goriintii isleme yontemleri uygulayarak, hangi yontemin retina
damar yapilarin1 daha iyi ortaya cikardigi tespit edilmistir. Ayrica goriintii isleme
yontemlerini sayisal olarak degerlendirmek i¢in Tepe sinyalinin giiriiltiiye oran1 (Peak
Signal-to-noise ratio, PSNR), Ortalama hata karesi (Mean square error, MSE) ve Yapisal
benzerlik oran1 (Structural similarity index, SSIM) yontemleri kullanilmistir.

2. Materyal ve Metot

Akdeniz Universitesi Goz Anabilim Dalinda tedavi goren prematiire bebeklerin retina
goriintiileri Retcam 3 cihazi ile alinmistir. Goriintiler MATLAB 2021b programi
kullanilarak analiz edilmis ve istatiksel degerlerin sonuglari ¢ikarilmistir.

2.1. Filtreleme algoritmalar:

Filtreler genelde matrislerden olusan yapilardir. Filtreleme islemi ise kisaca bu
matrislerin (3x 3, 9 x 9 vb.) goriintii tizerinde taramas1 yapilarak, iist iiste gelen degerlerin
carpimlarinin  sonuglarinin toplanmasi ve sonucun filtre elemanlarinin toplamina
boliinmesi ile gerceklestirilmis olur. Gri tonlamali bir goriintiiniin yogunluk bilgisi
oldukca 6nemlidir. Belirli bir piksel ne kadar parlak ise yogunluk degeri de o kadar
yiiksektir. Gri tonlamali bir goriintii de her piksel 1 byte yer kapladig1 i¢in islem yapmak
daha hizli ve kolay bir sekilde gerceklesir. Ayrica gri goriintiilerin renk verilerini
kaybetmemesinden dolayi, goriintii isleme asamasinda uygulanan filtrelerde dogru
sonuclar elde edilebilmektedir.

2.1.1. Laplace filtre

Girdi goriintiisii bir dizi ayrik piksel olarak temsil edildiginden, Laplacian tanimindaki
ikinci tiirevlere yaklasabilen ayrik bir evrisim filtresi bulunur. Yaygin olarak kullanilan
iki filtre asagida gosterilmistir [12].
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2.1.2. Median filtre

Medyan filtresi, ortalama(mean) filtresi gibi bir goriintiideki giiriiltiiyli azaltmak i¢in
kullanilir. Ortalama filtresinden en biiyiik farki, islem yaparken detaylar1 daha ¢ok korur.
Medyan filtresi de diger filtreler gibi her pikselin degerini belirlemek i¢in etrafindaki
komsu piksellere bakar. Medyan filtresinde piksel degeri, komsu pikselleri siralayip
stranin ortasindaki degeri alir [13].

I'(w,v) « median{l(u + i,v + j)|(i,j) € R} 3)

2.1.3. CLAHE filtre

Kontrast sinirli uyarlamali histogram esitleme (Contrast Limited Adaptive Histogram
Equalization - CLAHE) yontemi gortntilerdeki parlaklik degerlerini esitleyerek,
gorlintlilerin  aydinlatma kosullarina bagli olarak degiskenlik gosteren kontrast
diizeylerini diizeltir. Bu yontemde her goriintlii ayri ayr1 parcalara ayrilir. Ayrilan
pargalarin her birinin histogrami bulunur. Histogram, kirpma esigi kullanilarak kirpilir,
kirpilan bolim esit olarak histograma dagitilir. Bu sekilde her bir parcanin kontrasti
gelistirilir. Bu durum igin histogram esitleme yontemi kullanilir. Sonra bu parcalar
birlestirilerek kontrasti iyilestirilmis goriintiiler elde edilmektedir. Komsu pargalar
arasinda olusabilecek yapay smirlarin yok edilmesi igin ¢ift dogrusal ara degerleme
yontemi kullanilmaktadir. Gorilintiideki homojen alanlarda kontrast, goriintiide mevcut
olabilecek giiriiltiiniin etkisinin azaltmak i¢in smirlandirilabilir. Bu yontem ile
gorlntiilerdeki giiriiltiinlin etkisini bastirarak goriintiiyii daha net ve anlasilir hale
getirir[14].

2.1.4. Gaussian filtre

Gaussian filtreleme yontemi; goriintii diizglinlestirme etkisi, goriintiilerdeki giiriiltii ve
diger kirlilikleri azaltmak i¢in kullanilir. Bu yontemde, goriintiiniin merkez piksel
degerine dogru yaklastikca agirliklandirma artar. BOylece daha ince bir diizeltme
saglanarak goriintii kenarlarin1 benzer biytkliikteki bir ortalama filtreden daha iyi
korumaktadir. Gaussian yumusatma filtresinin kullanmanin gerekgelerinden biri de,
goriintii tizerindeki frekans bilesenlerinin korunmasidir. Boylece ¢ok sik aralikla goriintii
tizerindeki degisimleri koruyarak algak gecirgen filtre 6zelligi gosterir. Her iki filtrede
yiiksek frekanslar1 zayiflatarak, yumusatir. Gauss filtresi frekans tepkimesi salinim
gostermezken, ortalama filtresi olarak salinim gosterir [15].

_ 4
9(y) = 5—ge /2 )

2.2. Esikleme Algoritmalart
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2.2.1. OTSU esikleme

OTSU algoritma, kiimeleme tabanli esikleme yontemlerinden en c¢ok kullanilan
yontemdir. Bu yontem kullanilirken goriintiiniin histogrami {izerinde optimum esik
degerini tespit ederek goriintliiyli 6n plan ve arka plan olmak iizere iki sinifa ayirir.
Optimum esik degerini (T) tespit etmek i¢in smif i¢i varyans degeri minimum olacak
sekilde hesaplanir. Burada pr ve p», T esik degeri ile ayrilan iki sinifin kiitle olasiliklarim
temsil etmektedir. ow 2 (T) ise bu iki smifin varyansidir. OTSU algoritma, smiflar arasi
varyanst maksimuma ¢ikarmakla, sinif i¢i varyansi en aza indirmenin ayni oldugunu
gostermektedir [16].

0 (T) = pp(T)af (T) + py(T)oj (T) ()
o5(T) = 02 — o3(T) (6)

2.2.2. Niblack esikleme

Arka planin tek tip olmadigr goriintiiler i¢in yararli olan yerel esikleme teknigidir
[17]. Tim goriintii i¢in tek bir global esik hesaplamak yerine, yerel komsulugun
ortalamasimi ve standart sapmasimi (piksel etrafinda ortalanmis bir pencere ile
tanimlayarak) hesaba katar. Her pikseldeki esik degeri, pikseli ¢evreleyen komsulugun
ortalama ve standart sapmasinin toplami olarak hesaplanir. n x n Yerel bir esik elde
etmek i¢in pikseli ¢evreleyen bir komsulukta ortalanmis her piksele asagidaki formiiliin
uygulanmasina dayanir Asagidaki denklemde, mN komsu piksellerin ortalamasi stdN,
komsu piksellerin standart sapmast, k (varsayilan = -0.2) ise sabit degerdir [18].

t = mN + (k x stdN) (7

2.2.3. Kittler esikleme

Nesne ve arka plan goriintiiniin Gaussian dagilimi yapildig1 varsayilarak hesaplama
yapilir. Nesnelerin farkli oldugu varsayimindan hareketle, arka plan ile nesneler
arasindaki degisiminin minimum oldugu deger T esik degeri olarak kabul edilir [19].

Tope = argrmin[P(Tlogo,(T) + (1 = P(T))logay (T) — P(T)logP(T)  (8)
— (1= P(T))log(1 — P(T))]

2.2.4. Kapur esikleme

Kapur tekniginde, 6n plan ve arka plan iki farkl bilgi kaynagi olarak siniflandirilip, her
bir simifa ait bolgesel entropilerin toplamimni en yiiksek yapan deger, t esik olarak
atanmaktadir.

t—1 t—1
bi bi Z ©)
Hy=- ) —lIn—, Wo = /) Di
Wo Wy ;
i=0 i=0
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L-1 t—1
H = Pi I Pi W = zp (10)
1= = e, 1= i
i=1 "1 "1 i=t
py=— (11)
" MxN

Burada ni, i. seviyedeki piksel sayisin1 ve M x N ise goriintiiyili olusturan toplam piksel
sayisin1 gostermektedir. pi ise herhangi bir pikselin i. seviyede bulunma olasiligidir. L ise
gri seviyede maksimum deger olan 255 i gostermektedir [20].

2.2.5. Bulanik tabanl esikleme

Bulanik entropi-tabanli (fuzzy entropy based) esikleme, goriintiilerin histogram
bilgilerini kullanarak, pikselleri bir bulanik kiime {izerinde inceler ve bu degerlerin
bulanik kiime fonksiyonlarini ¢ikartir. Bu fonksiyon sonucu olusan degerlerdeki mesafeyi
ol¢iip bir bulaniklik dizisi olusturulur. Goriintii my (I) dizisi olarak temsil edilmektedir.
ve burada 0 <my (I) < 1 olarak, 6n plana ait olan bulanik 6l¢iiyii temsil eder. Her pikselin
tiyelik degerini hesaplamak icin asagidaki formiil kullanilir. Goriintiiniin her bir pikseli
icin bulanik tiyelik degeri goz Oniine alindiginda, entropi fonksiyonuyla goriintiiniin
tamami i¢in bir bulanmiklik dizisi elde edilebilir. Siniflar1 birbirinden ayiracak optimal
esigin belirlenmesi, iiyelik fonksiyonlari agisindan tanimlanan bulaniklik dizisinin
minimize edilmesi ile hesaplanir [21].

1 (12)
Uij = 7z
c ||xi—Cj|| m-1
k=1 |loc;—cpll

Bu modelde, uij parametresi iiyelik fonksiyonunu, Xi parametresi hesaplanan piksel
degerini, cjve cx parametreleri grup merkezini temsil etmektedir. m parametresi 1'den
fazla gercek degeri gostermektedir.

2.2.6. Capraz entropi tabanl esikleme

Bu yontem, goriintiideki piksellerin degerleri hakkinda daha fazla bilgiye sahip
olunmadig1 durumlarda kullanilabilir. Olasilik dagilimi (L) genisletildiginde, entropiyi
sinirlandirmak i¢in yukaridaki formiil uygulanabilmektedir. Genellikle dogru olasilik
dagilimi L bilinmemektedir. Ancak, H(L) tist sinir1 L’ye bir yaklagim olarak bir M modeli
kullanilarak elde edilebilmektedir.

. 1 (13)
H(L) = limy00 — EZ(p(xl,xz, e Xlog p(x1, %9, o, X))

Burada, dogru model p(X1, X2 ,X3, ... xm) ve olasiliklar pm(X1, X2 ,X3, ... Xm ) modeli tarafindan
hesaplanmaktadir. Bu teori H(L,M) ¢apraz entropisi olarak adlandirilmaktadir ve H(L)
entropisine esit veya daha biiyiiktiir [22].
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H(L) = — Z(PM (X1, X2, oo, X l0g Py (X1, X2 ey Xn) (14)

2.2.7. Triangle esikleme

Goriintii histogrami iizerinde geometrik sekil benzerligi, egrilerin saga ya da sola egim
analizi, iist noktalari, kanallarin alt noktalar1 vb. bicimde sekil 6zelliklerine gore esik
degeri secilir [23]. Bu yontemde, goriintii histograminda minimum tepe degeri ve
maksimim tepe degeri tespit edilir. Bu tepe degerlerine karsilik gelen en diisiik ve en
yiiksek gri seviye degerleri belirlenir. Elde edilen gri degerlerin histograminin iki modlu
bir dagilimi oldugunu varsayarak, iki yerel maksimumu lokalize etmeye caligilir.
Optimum esik, histogramdaki en genis a¢ikligi saglayan degerdir. Yerel maksimum
bulundugunda, optimum esik degeri olarak belirlenir [24].

2.3. Performans Kriterleri

Retina kan damarlarinin segmentasyonu, yapildiktan sonra kullanilan goriinti isleme
yontemleri gorsel olarak degerlendirilebilir. Ancak gorsel karsilagtirmalar siibjektif
oldugu i¢in kisiye gore degisim gosterebilmektedir. Objektif degerlendirme durumunda
cesitli matematiksel modellere dayanan goriintii 6l¢iim yontemleri kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden en sik kullanilanlari; MSE, PSNR, SSIM’dir. MSE, ger¢ek goriintii ile
filtrelenen goriintiiniin arasinda tiim piksel degerlerinin farklarinin karelerinin toplaminin
ortalamasii hesaplar [25]. MSE, goriintiiniin islendikten sonra kaybolan kalitesini
6l¢mek i¢in kullanilir. PSNR, bir sinyalin maksimum giicii ile sinyalin giiriiltiisiiniin giicii
arasindaki orandir. Her goriintii eleman1 (piksel), bir goriintii sikistirildiginda ve daha
sonra sikistirtlmamisken degisebilen bir renk degerine sahiptir. Sinyaller genis bir
dinamik araliga sahip olabilir, bu yiizden PSNR genellikle logaritmik bir 6lgek olan
desibel cinsinden ifade edilir.

1 Mo (15)
MSE = M—Z Z lg(x,y) — h(x, MII?
X=0 =
Maxf (16)
PSNR = 20lo ( )
Jd10 MSE

SSIM, goriintii bozulmasini yapisal bilgide algilanan degisiklik olarak ele alirken ayn
zamanda hem parlaklik maskeleme hem de kontrast maskeleme terimleri dahil olmak
tizere onemli algisal olgular birlestiren algi tabanli bir modeldir

(Z,ugur + cx)(Zagr + cy)

SSIM (g,7) =
9.7 (42 + p2 + ¢ )(02 + 02 + ¢y)

(17)

Ug Ve ur goriintiilerin ortalama degerleri, o4° ve o+? goriintiilerin varyanslar, g/
goriintiiler arasindaki kovaryansi hesaplar. c¢r, ¢y ise paydalarin 0’a yaklastik¢a ise
formiliin  hatali ¢ikmamasi igin  kullanilan sabitlerdir. Bu denklemdeki,
cx=(#:L)?,c=(4yL)? ifade edilirken, Z degeri ise goriintiideki piksellerin alacag: en fazla
alacagi degeri belirtir. #xVve £y sabitleri sirasiyla degerler (0.01,0.03) alirlar [26].

68



DOI: 10.29233/sdufeffd.1220516 2023, 18(2): 62-75

3. Bulgular

Retinadaki kan damarlarinin tespiti, retina goriintiilerinin gri seviyeye cevrilmesiyle
baslar. Gri seviyede, retina goriintiilerin kan damarlarin1 arka plandan ayirt edebilmek
i¢in goriintiiye bazi adimlar uygulanmalidir. ik adim olarak, Akdeniz Universitesi Goz
Hastaliklar1 Anabilim Dali’ndan alinan ROP goriintiisiiniin kenarlarini ayristirmak igin
bir maskeleme yapilmistir. Sekil 1°de 6rnek maskeleme agamalar1 gosterilmistir.

C)

Sekil 1. Goriintiilerinin maskeleme asamalar1 A) Orijinal goriintii, B) Siyah-Beyaz goriintii,
C) Kullanilan Maske, D) Maske kullanim1 sonucu elde edilen goriintii

ROP goriintiisiine farkl filtreleme algoritmalart uygulandiginda olusan yeni goriintiiler
Sekil 2’de gosterilmistir. Sekil 2’de retinanin orijinal goriintiisii, gri tona cevrilmis
goriintiisii ve Laplace, Gaussian, CLAHE, Median filtreleri uygulandiginda olusan
gorlntiiler gosterilmistir.
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Sekil 2. ROP goriintiisiine farkli filtreleme yapildiktan sonraki goriintiileri A) Orijinal Goriintd, B) Gri
tonlamal1 goriintii, C) Laplace filtre, D) Gaussian filtre, E) CLAHE filtre, F) Median filtre

ROP goriintiisiine farkli esikleme yontemleri uygulandiktan goriintiileri gosterimi Sekil
3’te gosterilmistir. Bu goriintiiler; orijinal goriintii, gri tonlamali goriintii, Niblack, Kittler,
Bulanik ¢ikarim tabanli, Kapur, Triangle, Capraz entropi tabanli, OTSU esikleme sonucu
olusan retina gorintiileridir.
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LN ) N ' . "-. I) :

Sekil 3. ROP goriintiisiinde farkli esikleme yontemleri sonrast olusan goriintii 6rnekleri. A) Orijinal
goriintii, B) Gri tonlamal1 goriintii, C) Niblack esikleme, D) Kittler esikleme, E) Bulanik ¢ikarim tabanli
esikleme, F) Kapur esikleme, G) Triangle esikleme, H) Capraz entropi tabanli esikleme, I) OTSU
esikleme

Caligma kapsaminda retina goriintiileri esikleme ve filtreleme yontemleri uygulandiktan
sonra gorlintii isleme yontemlerinin performans kriterleri hesaplanmistir. PSNR, MSE ve
SSIM sonuglari sayisal olarak karsilastirilarak Tablo 2” de gdsterilmistir.

Tablo 1. Caligma kapsaminda kullanilan tiim yontemlerin sayisal karsilastiriimasi

ESIKLEME FILTRELEME YONTEMI PSNR MSE SSIM
YONTEMI
Laplace 21.2545 0.0075 0.3895
CLAHE 21.6047 0.0069 0.4762
oTSuU
Gaussian 23.2699 0.0047 0.3923
Median 21.2584 0.0075 0.3798
NiBlack Laplace 5.4025 0.2882 0.1547
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CLAHE 5.3879 0.2892 0.0990
Gaussian 8.0272 0.1575 0.1799
Median 5.6172 0.2743 0.1690
Laplace 10.6400 0.0863 0.3306
CLAHE 10.5963 0.0872 0.2545
Kittler
Gaussian 14.3288 0.0369 0.4259
Median 11.0933 0.0777 0.3459
Laplace 17.6288 0.0173 0.3892
CLAHE 17.6595 0.0171 0.4634
Kapur .
Gaussian 21.0955 0.0078 0.4098
Median 17.7978 0.0166 0.3859
Laplace 12.0226 0.0628 0.3580
CLAHE 11.9812 0.0634 0.3236
Triangle
Gaussian 15.8193 0.4384 0.0262
Median 12.4269 0.0572 0.3624
Laplace 21.0236 0.0079 0.4300
CLAHE 16.6761 0.0215 0.4534
Capraz Entropi ]
Gaussian 22.7010 0.0054 0.4305
Median 21.1946 0.0076 0.4191
Laplace 14.0310 0.0395 0.3133
CLAHE 14.2041 0.0380 0.3881
Bulanik Cikarim
Gaussian 18.9467 0.0127 0.3465
Median 14.2417 0.0377 0.3137

4. Sonuc¢ ve Yorum

PSNR, goriintiiye hi¢bir islem yapmadan ve goriintii filtrelemeleri yapildiktan sonra iki
farkli goriintlinlin benzerlik kalitesini hesaplar. Bu islem sonucunda, PSNR tek bir deger
iiretir. Bu degerin yiiksek olmasi kalitenin de yiiksek oldugu anlamina gelir. iki goriintii
arasindaki PSNR degerini hesaplamak icin oOncelikle MSE degeri hesaplanmalidir.
MSE veya PSNR gibi teknikler, diger tekniklere gére mutlak hatalar: tahmin etmesinden
dolay1 ¢ok kullanilirlar [18]. Goriintiilerdeki yapisal bilgi, piksellerin 6zellikle uzamsal
olarak yakin olduklarinda giiglii karsilikli bagimliliklara sahip oldugu fikridir. Bu
bagimliliklar, gorsel sahnedeki nesnelerin yapisi hakkinda 6nemli bilgiler tasir. Parlaklik
maskeleme, goriintii bozulmalarmin parlak bolgelerde daha az goriiniir olma egiliminde
oldugu bir olgudur. Kontrast maskeleme ise goriintiide 6nemli aktivite veya doku bulunan
yerlerde bozulmalarin daha az goriiniir hale geldigi bir olgudur [27]. SSIM degerleri ise,
-1 ile 1 arasinda degerler almaktadir. Ornek verilecek olursa, iki goriintii arasinda
benzerlik oranmin yiiksek olmasi sonucun 1 degerine yaklastigin ifade eder. Iki goriintii
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ayni ise SSIM degeri 1 degerini alir. SSIM degeri 1’ e ne kadar yakin ise goriintii
kalitesinin o kadar iyi oldugu anlamina gelmektedir [26].

ROP goriintiilerine uygulanan goriintii isleme yontemlerinin sonuglarini sayisal olarak
degerlendirmesinde ilk olarak PSNR degeri kullanilmigtir. PSNR degerlerine gore en iyi
yontemin Esikleme yonteminde OTSU, filtreleme algoritmasinda ise Gaussian
yonteminin (PSNR = 23.2699) oldugu goriilmektedir. Daha sonra uygulanan Capraz
Entropi yontemi ve Gaussian yontemlerinin ise (PSNR = 22.7010) en iyi sonucu verdigi
sonucu ortaya ¢ikmistir. Arka planin tek tip olmasi nedeniyle de Niblack esikleme
yontemi ve Clahe filtresi (PSNR = 5.3879) en kotii sonucu vermistir. Sayisal
degerlendirmede ikinci olarak MSE degerlerini inceledigimiz de en kii¢iik hatanin (MSE
= 0.0047) ile yine OTSU ve Gaussian filtrelerinden gegirilen yontem sonucu ortaya
ciktig1 gdzlemlenmektedir. Goriintiide bulunmasi gereken damarlari bulmada en yiiksek
hata paymin Niblack algoritmasindaki hata paylar1 oldugu goriilmektedir. Iki yontemde
de ayn1 algoritmalarin basarili ¢ikmasi goz retinasi ile ilgili yapilan arastirmalarda bu
yontemlerin daha sik kullanilma nedenini gostermektedir. Son olarakta SSIM degerleri
hesaplanmistir. SSIM degerlerinden en yiiksek degeri ise (SSIM = 0.4762) OTSU
esikleme yontemi ile kullanilan CLAHE fitresinin yer aldig1 gézlemlenmektedir (Tablo
1).

Li ve arkadaslariin yaptiklar1 ¢calismada esik belirleme ile yaptiklar1 ¢alismada, OTSU
yonteminin diger yontemlere gore yanlis negatif ve yanlis pozitif oranlarinda diigiik
degerler saptamislardir. Ancak bu yontemin nesne ve arka plan siniflarinin ayrilmasinda,
varyans tutarsizligint ihmal ettigi i¢in farkli yontemler gelistirilebilecegini ifade
etmislerdir [28]. Jeong ve arkadaslarinin Meme kanser hiicrelerini tespitinde 6n isleme
de esik belirlemek i¢in yapmis olduklar1 ¢alismada OTSU Algoritmanin %74 dogruluk
orani ile Kapur, Pun ve yinelemeli esik belirleme yontemlerine gore ¢ok daha iyi sonug
verdigini saptamislardir [29].

Anita ve arkadaslarinin yaptiklar1 c¢alismada, renkli gOriintiilerde optimum
segmentasyonu belirlemek i¢in, Balina optimizasyon algoritmasini (Whale Optimization
Algoritm) kullanmiglardir. OTSU ve Kapur ‘un esikleme yontemlerini ise algoritmay1
maksimize edilebilecek bir uygunluk fonksiyonu olarak hesaplamiglardir. Deney
sonucunda 5 esik diizeyine sahip 30 bagimsiz 6rnek i¢in uygunluk fonksiyon sonuglarinin
OTSU esikleme de daha iyi sonuglar verdigi sonucuna varmiglardir. Ayrica iki esikleme
yontemi arasinda Wilcoxon yontemi ile anlamli bir fark oldugunu, OTSU'nun ortalama
PSNR degerlerinin, Kapur'un ortalama PSNR degerlerinden istatistiksel olarak daha 1yi
sonuglar verdigini saptamislardir [30].

Nimbarte ve arkadasi renkli goriintiilerde en iyi boliitleme yonteminin tespiti i¢in Just
Noticeable Difference birlestirme 6zelligini kullanmistir. Calismada, bolgeler arasi
minumum degisiklik miktarinin hesaplanmasi i¢cin Minimum Sinif Varyans Esigi ile
OTSU Yéntemini karsilagtirmislardir. Insanin gorsel algilamasinda, OTSU ydntemin
daha fazla bolge olusturmasi nedeniyle Minimum Sinif Varyansindan daha fazla bilgi
verdigi sonucuna ulasmislardir [31].

Bu calismada ROP goriintiileri ve genel olarak retina goriintiilerinde damar yapinin
cikarilmas1 calismalarin yapilabilmesi i¢in yeni filtreleme yontemleri ile ilgili
arastirmalar yapilmalidir. Ozellikle goriintii islenecek goriintiiniin kalitesinin belirli bir
diizeyin iizerinde olmasi, (netligin artirilmasi, 151k yogunlugunun esit olmasi, piksel
sayisinin artmasi vb.) goriintii isleme sonuglarinin daha iyi elde edilmesini saglayacaktir.
ROP goriintiilerinde damarlarin  ortaya ¢ikarilmas: hastaligin  teshisinde ve
derecelendirilmesinde olduk¢a 6nemlidir. Gelecekte ROP goriintiilerinden veri tabani
olusturularak, uzman destegi ile hastaligin teshisi i¢in derin 6grenme algoritmalari
caligmalar1 yapilmasi diisiiniilmektedir. Goriintii isleme yontemleri ile belirlenen damar
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capi, damar kalinlig1, egrilik dereceleri ve retina dekolman bolgeleri tespit edilip hastalik
teshisinde uzmanlara yardime: sistemler gelistirilebilir.
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Abstract: Thermoelectric materials have widely used applications in technological areas such
as electronic devices and data storage. TlInSe, and TlInTe, compounds are among these
thermoelectric materials. In this study, while the structural, electronic, and optical properties of
TlInSez, TlInTez, Tlo7sNag.2sInSez and TlozsNag25InTe; compounds have been examined with
the WIEN2k program based on DFT, their thermoelectric properties have been calculated with
another program BoltzTrap. The electronic calculations show that, all compounds exhibit
indirect band gap properties. In addition, the band gap energy of Tlo7sNag2sInSe; is shifted in
the electromagnetic spectrum. The optical properties are found to change depending on the
direction for all compounds. Finally, the thermoelectric parameters have been calculated
depending on temperature. It is thought that especially the results for Na-doped compounds
will be a leading reference for experimental studies.

Key words: WIEN2K, Electronic, Thermoelectric, Optic

Na Atomunun TlInSez ve TlInTe2 Bilesikleri Uzerindeki Etkisi

Oz: Termoelektrik malzemeler, elektronik cihazlar ve veri depolama gibi teknolojik alanlarda
yaygin olarak kullanilan uygulamalara sahiptir. TIInSe; ve TlInTe; bilesikleri bu termoelektrik
malzemeler arasinda yerini almaktadir. Bu ¢alismada TlInSez, TlInTez, Tlo7sNao2sInSe; ve
Tlo7sNao 25InTe, bilesiklerinin yapisal, elektronik ve optik 6zellikleri DFT tabanli WIEN2k
programi ile incelenirken, bagka bir program olan BoltzTrap ile termoelektrik 6zellikleri
hesaplanmistir. Band yapist hesabindan tiim bilesiklerin dolayli bant aralifi Ozellikleri
gosterdigi bulunmustur. Tlo7sNao2sInTez bilesiginin bant araligi enerjisinin elektromanyetik
spektrumda yer degistirdigi tespit edilmistir. Optik 6zelliklerin tiim bilesikler i¢in yone bagl
olarak degistigi bulunmustur. Son olarak sicakliga bagli olarak termoelektrik parametreler
hesaplanmustir. Ozellikle Na katkili bilesikler icin elde edilen sonuglarin deneysel ¢alismalar
icin Oncii bir referans olacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: WIEN2K, Elektronik, Termoelektrik, Optik

1. Introduction

Increasing global energy demand day by day, it is desired to convert wasted thermal
energy into useful electrical power. One of the important factors in obtaining efficient
thermoelectric materials (TE materials) is low thermal conductivity [1, 2]. Materials with
low thermoelectric properties have widely used applications in technological areas such
as electronic devices and data storage [3, 4]. In this study, TlInSe> and TlInTe;
compounds have been investigated in terms of electronic, optic, and thermoelectric
properties. Ding et al. emphasized that TlInTe> compound could be one of the promising
materials with thermoelectric efficiency [5]. Moreover, TlInSe> compound is a widely
studied compound due to its superior thermoelectric properties [6]. Isik and Gasanly have
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reported that, there is a decrease in the band gap as a result of the increase in TI content
in the TIY*(TIkIn1x)**Se, compound [7]. XRD investigations of the TIInSe2 compound
studied under high pressure by Jabarov et al. have reported the stability of the tetragonal
phase structure over the entire pressure range examined [8]. When the literature is
examined, it has seen that these compounds are widely studied, and they are materials
worth examining in terms of their thermoelectric properties. Besides, it is thought that
they can help the emergence of new materials by doping or defects. In line with this
information, TlInSez, TlInTez, Tlo7sNao.2sInSez and Tlo7sNao2sInTe; compounds have
been investigated as theoretically in this manuscript.

2. Material and Method

The first principle investigation have been conducted by using WIEN2k code [9-11]
which is based on density functional theory (DFT) [12]. Perdew-Burke-Enzerhof (PBE)
generalized gradient approximation (GGA) is used as the electronic exchange-correlation
potential [13]. In addition, TB-mBJ method has been carried to improve band structure
and density of state calculations [14, 15]. Rut*Kwmax parameter is set to 7. Another
parameter is adjusted as 12. The cut-off energy is set to -6.0 Ry. The definition of cut-off
energy is energy for separating core from valence state. The 1000k point have been used
for calculations. Finally, BoltzTrap code has been used to determine the thermoelectric
properties.

3. Results
3.1. Structural properties

The TlInSe2 and TlInTez> compounds space group are 1/4mcm and their crystal structure
Is tetragonal [16]. In addition, the Bravais lattice of both compounds is the body centered
tetragonal (BCT). The formation of the doped crystal structures has been provided that
one Tl atoms at (0.5, 0.5, 0.25) point has been removed from the crystal structure and
doped with the Na atom instead of. It is known that the ion charges of Tl, In, Se and Te
are (+1), (+3), (-2) and (-2), respectively. Because of this TlInSez and TlInTe2 compounds
have a zero charge. The Na atom has an ionic charge of (+1), just like the TIl atom. In this
way, the replacement of the Tl atom by the Na atom does not disturb the total charge
balance of compounds whose charges become zero, just like in undoped compounds. The
crystal structure of TlInSez, TlIinTez Tlo.7sNao.2sInSez2 and Tlo7sNao2sInTez have been
presented in Fig. 1.

The structural properties of undoped compounds at the ground state energy have been
calculated and compared data with the literature [16]. In addition, structural parameters
at the ground state energy are calculated using the Murnaghan equation of state (EOS)
which are defined as the following equations [17];

P = Wexp[eﬂ - 1) (1-2x)] @
_ B Vp\F )
P=giy) -1
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Figure 1. The crystal structure of a) TlInSez, b) TIInTe, Tlozs, ¢) Nao.2sInSez and d) Tlo7sNag.2sInTe;

The optimization graph of all compounds is presented in Fig. 2. The results of the GGA
methods are compared with the literature, given in Table 1. The GGA method is in good
compromise with other studies for TlIinSez and TlInTe2. Obtained lattice parameters
compatible with the experimental data are important to obtain accurate results in
electronic, optical, and thermoelectric calculations. Na doping to TlInSe; and TlInTe;
compound caused minor changes in lattice parameters. It is observed that these small
changes in lattice parameters do not cause any change in the c/a ratio.
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Figure 2. The optimization graph of a) TlInSez, b) Tlo.7sNag25InSez, ¢) TlIinTez and d) Tlo.7zsNaozsInTe;
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Table 1. The obtained lattice parameters, c/a ratio, bulk modulus (B), pressure derivatives of bulk modulus (dB/dP)

Compound a(A) c(A) cla B (GPa) dB/dP References
8.1993 6.9403 0.84 42.5845 4.4561 This work
TlinSe, 80750° | 68470° | 084 : : a[16]
8.6651 7.2875 0.84 35.14 4.45 This work
TlinTe, 8.4940° 7.1810° | 0.85° - - b[18]
8.49404 7.1810% 0.852 - - a[]_6]
Tlo.7sNag.25InSe; 8.1348 6.9545 0.85 42.7873 4.2268 This study
Tlo.7sNao2sInTez 8.6815 7.2544 0.84 33.0782 4.9708 This study

3.2. Electronic properties

The band structure and density of states calculations have been made to reveal electronic
properties of TIlInSe; and TIlInTe,. The band structure of TlInSez, TlinTey,
Tlo.7sNao.25sInSe2 and Tlo7sNao2sInTe2 have been shown in Fig. 3, respectively. The
maximum of valence band is at H symmetry point and minimum of conduction band is
between I" and P symmetry points. It means that, the TlInSe, has an indirect band gap
energy whose energy is 1.08 eV. On the other hand, the TlInTe, has two minimum points
on conduction band and one of them corresponds to H symmetry points and the other is
between I" and P symmetry points, is presented in Fig. 3(b). In addition, the maximum of
valence band is at H symmetry point. It is indicated that TlInTe; has a direct and indirect
band gap energy whose energy are 1.02 eV and 1.03 eV respectively. Moreover, the
reported band gap values of TlIinSe; are 1.02 eV [19], 1.10 eV [20], 1.35 eV and 1.07 eV
[21]. The reported band gap values for TlinTe, are 1.03 eV and 0.99 eV [21], 1.13 eV
and 0.97 eV [22]. The obtained results are compared with the literature; it is possible to
say that the results of the theoretical study are acceptable. In addition, the mBJ method
has given compatible values with the experimental results. The calculated band gap
energies have shown that, these compounds are very close to the narrow band gap energy
limit. Because of these, semiconductor materials with a small band gap are used as
infrared detectors or thermoelectric materials. The band structure of Tlo.7sNao.25InSe and
Tlo7sNao2sInTez have been shown in Fig. 3(c) and Fig. 3(d), respectively. As can be
clearly seen from figure 3. that, Na doping to TlIinSe2 and TlInTe2 compound has caused
an increment in band gap energies. Also, shifts are observed at high symmetry points for
minimum of conduction band and maximum of valence band. Moreover, the band gap
energy of Na doped TlInSe> is shifted from infrared region to visible region on the
electromagnetic spectrum. The calculated band gap energy of Tlo.7sNao2sInSe. and
Tlo7sNao2sInTez are 2.19 eV and 1.65 eV, respectively.

The total density of states (TDOS) and partial density of states (PDOS) calculations have
been made to explain the valence and conduction band formations. The density of states
versus energy graphs have been presented for TlInSe; and Tlo.7sNao2sInSe2 in Fig. 4.
TDOS calculations have shown that these materials are semiconductors, like band
structure calculations. The valence band have occurred between -5.74 eV and Fermi Level
for TlInSez. The density of states has approached almost zero at about the -3.17eV level,
it has divided the valence band almost in two. The weak effect of Tl and In atoms has
prevented this splitting into two. Moreover, the s-states of Tl atoms are dominant between
-5.74 eV and -3.17 eV. The d-states of Tl atoms and p-states of Se atoms have a weak
effect on their formation. After 3.17 eV, the s-states of Se atoms are more effective in the
formation of the valence band between -3.17 eV and the Fermi Level. The s-, p-, and d-
states of other atoms are seen in this energy range, but they are rather weak. In addition,
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the s-states of In and the p-states of Se atoms are effectively dominant in the formation
of the conduction band between 1.07 eV and 2.08 eV. After this energy value, all other
states are seen in the formation of the conduction band in dominant and weak ratios.
Although the Na contribution does not cause a great change in the valence band, it causes
an increase in the band gap energy by shifting the conduction band. With this increase,
the band gap energy is transferred from the infrared region to the visible region.
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Figure 4. The TDOS and PDOS graphs of a) TlInSe; and b) Tlo.7sNag 2sInSe;

The density of states versus energy graphs have been presented for TlinTe; and
Tlo7sNao.2sInTez in Fig. 5. The valence band of TlInTez is formed between -6.92 eV and
Fermi Level. It has almost divided the valence band into two, around -3.93 eV. However,
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the weak effects of the p- and d-states of In atoms have prevented the division of the
valence band. The p-states of Te atoms are dominant in the valence band between -3.93
eV and Fermi level. The p-states of TI, the s- and p-states of In and p-states of Te atoms
are dominant in the conduction band. The states of other atoms are seen in this conduction
band, but they are rather weak. Na doping has caused a narrowing in the valence band
energy range on the TlInTe, compound but also has caused an increment in the band gap
energy. However, the band gap energy corresponds to the infrared region, like the band
gap energy of an undoped TlInTe> compound.
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Figure 5. The calculated TDOS and PDOS a) TlInTe;z and b) Tlg7sNag2sInTe;

3.3. Optic properties

The optical properties of a material are explained by its dielectric function. The dielectric
function consists of two parts which are real &,(w) and imaginary &,(w) parts. The
general expression of the dielectric function is as follows e(w) = & (w) + igy (w). & (w)
and &, (w) can be obtained from the following equation [23, 24];

2 ©w'ey(w)dw’
g1(w) =1+ —P_[ — 5
T 0 w —w

@)

2,2
£(w) = x [ @Y lenlplien' £ Gen)x(1 = f (k10 Bin = B =) ()

!

2mrm2w?

nn
The behavior of the material in the electromagnetic field is due to two types of electron
transition. The first is the intra-band transitions that occur in each individual band that
crosses the Fermi Level. Such a transition is more likely at low energy. The other type of
transition is the transition between bands that occurs from one band to another. When the
energy required to excite an electron is sufficient, the electron can jump to the other band,
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and the transition between bands occurs when the electron jumps to the upper band.
Optical properties like the absorption coefficient a(w), the refraction index, n(w),
reflectivity, R(w), and optical conductivity have differed in such band transitions which
are calculated using the dielectric function [25].

n(w) = 2_1/2(\/312((1)) + £2(w) + €2(w))/? (5)
21724y
a(w) = . (Jef(w) + £2(w) — e2(w))/? (6)
R(w) = L1 ™
s(w)+1

Fig. 6 (a) shows plots of the real parts of the dielectric function as a function of photon
energy. The dielectric constant at zero energy have differed according to the direction.
Because of this, these materials could be candidates for nonlinear optical applications.
The static dielectric constants ¢,,.(0) and ¢,,(0) are equal to 7.55 and 9.13 for the
TlInSey, respectively. Similarly, the static dielectric constants &,,(0) and &,,(0) are
calculated 10.12 and 11.16 for TlInTey, respectively. The calculated &,, (w), &,,(w) for
Na-doped TlInSez and TlInTe, are 6.89, 7.63 and 9.48,10.59, respectively. In addition,
the &,,(w) and ¢,,(w) values have negative values in some energy ranges. It means that
this compound has metallic characteristic in this range. &,,(w) and €,,(w) have reached
its maximum values at 11.89 and 19.99 for TlInSe,, respectively. The energies
corresponding to these values are 1.70 eV and 2.84 eV, respectively. While
£ (W) reaches a maximum at the infrared visible region boundary, ¢,,(w) reaches a
maximum within the visible region for TlinSe,. On the other hand, for TlinTey, the
maximum values are 16.22 and 21.21 for &,,(w) and &,,(w), respectively. Their
corresponding energy values are 2.44 eV and 2.54 eV, respectively, it reaches its
maximum in the visible region in both directions. The plots of the imaginary parts of the
dielectric function as a function of photon energy is presented in Fig. 6 (b). The imaginary
part of dielectric function e, (w) for TlInSez have four peak whose values are 6.19, 5.60,
7.68 and 8.10, respectively. Their corresponding energy values are 1.86 eV, 2.35 ¢V, 3.66
eV and 5.56 eV, respectively. In line with this information, we can say that, the first two
peaks have occurred in the visible region, whereas the other two peaks are formed
ultraviolet region. When we look for the TlInSe; in the ¢,,(w) direction, two peaks are
seen whose values are 20.80 and 13.45, respectively. These peaks are formed 3.36 eV and
4.26 eV, respectively. It means that they have reached to maximum in ultraviolet region.
When it has been examined for the other compound, TlInTey, it has been calculated those
three peaks occurred in the &, (w) direction, while it has been found that there is only
one peak in the €,,(w) direction. Moreover, all peaks have been formed in the ultraviolet
region. In addition, these peaks have explained which energies the intraband transitions
will consist of. Although the doping of the Na atom on TlInSe; and TlInTez has caused
small energy changes at the maximum peaks, the corresponding region in the
electromagnetic spectrum has remained constant.
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Figure 6. The calculated dielectric function for all compounds a) Real epsilon and b) Imaginary epsilon

Refraction index and reflectivity can be calculated by the real part of the dielectric
function. The refraction index graph depending on energy has presented in Fig 7. (a). The
refraction index values for TlInSe; at zero energy are 2.75 and 3.02 for ¢,,(w) and
£,,(w), respectively. These values are 2.63 and 2.76 for Tlo7sNao2sInSe2, respectively.
The calculated refraction index values for ¢, (w) and ¢,, (w) at zero energy are 3.18 and
3.34 for TlInTey, respectively. These values are 3.08 and 3.25 for Tlo.7sNag.2sinTez,
respectively. The refraction index for TlInSe. depending on &,,(w) has reached
maximum in infrared region about 1.72 eV. On the other hand, the maximum value of
refraction index for TlInSe, depending on &,,(w) have occurred in the visible region
about 2.88 eV. For the TlInTey, the refraction index has reached maximum in visible
region about 2.49 eV and 2.67 eV for ¢,,(w) and ¢,,(w), respectively. The energy-
dependent percentage reflectivity graphs have been shown in Fig. 7(b). The reflectivity
calculations are one of the important parameters that give information about the
transmittance of the material. For this reason, reflectivity is inversely proportional to
transmission. The percentage reflectivity for TlInSe> at zero energy are 22% and 25% for
(W) and &,,(w), respectively. These values are 27% and 29% for TlinTey,
respectively. In addition, the percentage reflectivity is maximum in the ultraviolet region
for both compound and directions. According to these results, we can say that, depending
on the direction, the refraction indices and percentage reflectivity have differed depending
on direction. According to these results, all compounds can be used for non-linear optic
applications.

The absorption coefficient and optical conductivity are directly related to the imaginary
part of the dielectric function. In particular, the absorption coefficient is one of the
parameters that determine whether a material can be used as a solar cell. The absorption
coefficient and optical conductivity versus energy graph is presented in Fig. 8. As can be
clearly from figure that, there is an absorption limit for both compounds and direction. In
addition, their maximum values have corresponded to ultraviolet region. The region
where absorption and optical conductivity begin corresponds to the infrared region, which
agrees with the band gap energy calculations.
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3.4. Thermoelectric properties

Boltztrap code is one of the program used to analyze thermoelectric properties like
electrical conductivity and the Seebeck coefficient [26]. Their formula is given following.
The equations are dependent on chemical potential (x) and temperature (K).

Oap(T, ) = %f Oap [— W] de (6)

1
Sep(T, ) = m[ oap(€) (e

0y(T &, 1) @
— 1 |- as

1 o(e—¢ 8
oap(€) = ﬁZika"‘ﬁ(i' k) —(85(5 ) ®)

’

oap (i, E) = e21;,v,(i, E)vﬁ(i, ﬁ) ©))

The electrical conductivity curves depending on temperature is presented in Fig 9. (a). It
is seen that the electrical conductivity has linearly increased with increasing temperature
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owing to the transition of excited electrons from valence band to conduction band. At
room temperature (300K) value of electrical conductivity is 0.41x10® (Q.m.s)?,
0.37x10%8 (Q.m.s)?, 0.94 x10'® (Q.m.s)* and 5.02 x10* (Q.m.s)™* for TlInSez, TlinTey,
Tlo7sNao 25InSez and Tlo7sNag 25InTe respectively. At 800 K, these values are 1.70 x108
(Q.m.s)?, 1.59 x10%8 (Q.m.s)?, 4.01x10'8 (Q.m.s)™* and 9.69x108 (Q2.m.s)™* respectively.
The second thermoelectric parameter examined in this study is thermal conductivity. The
capacity of a material to conduct heat is called thermal conductivity. It is directly related
to lattice vibrations and electron mobility. Therefore, it should be optimized and
minimized in order to be used in thermoelectric device. In this study, the thermal
conductivity is plotted against the temperature, is presented in Fig. 9. (b), indicates that,
it is not high in the low temperature region for both compounds. On the other hand, the
thermal conductivity rapidly increases in the high temperature region, whose values at
800K are 1.28x10* (W/m.K.s), 1.17 x10* (W/m.K.s), 1.79 x10* (W/m.K.s) and 3.76
x10* (W/m.K.s) for TlInSez, TlinTez, Tlo7sNao2sinSez and  TlozsNaoasInTez,
respectively. In addition, the temperature region 300K- 800K, this increment occurs
linearly. Another thermoelectric parameter is Seebeck coefficient. The Seebeck
coefficient versus temperature graph for TlinSez and TlInTe;z is presented in Fig. 9 (c)
which shows that, it is decreased from 50 K to 150 K, whereas it changes nonlinearly
between 150 K and 800 K. The maximum value of the Seebeck coefficient is 4.11x10*
(V/K) and 6.15x10* (V/K) for TlInSe; and TlInTe,, respectively. In addition, it is almost
equal to each other at 300 K whose values are 2.3215x10* (V/K) and 2.3115x10** (V/K),
respectively. On the other hand, Na-doped compounds have differed. While the Seebeck
coefficient of Na doped Tlo.7sNao.2sInSe2 has shown a rapid decrease between 50K and
200K, the decrease has occurred very slowly between 200K and 800K. In the
Tlo.7sNao.25InTe> compound, on the other hand, the Seebeck coefficient has shown a linear
increase from 50 K to 150 K, while after this point it has shown a nearly constant state.
Between 500K and 800K, the Seebeck coefficient is calculated to vary between 1.80 x10°
4 (V/K) and 1.85 x10* (V/K). The final thermoelectric parameter calculated in this study
is power factor which parameter used to indicate the efficiency of the material. The power
factor increases linearly with the increasing temperature, is presented in Fig. 9 (d). The
room temperature values of TlInSez, TlInTez, Tlo7sNao.25InSez and Tlo.7sNag2sInTey,
respectively are 0.22x10*!, 0.19x10*,0.83x10* and 1.17x10 respectively. At 800 K, the
power factor reaches maximum and the power factor values corresponding to 800 K are
1.04x10", 0.74x10%, 1.83x10'! and 3.33x10%for TlInSe,, TlinTez, Tlo.7sNao.2sInSe; and
Tlo.7sNao.2sInTez, respectively.

4. Conclusion and Comment

This theoretical study on Na doped TlInSe2 and TlInTe2 compounds is done with the
WIEN2K program. It has been determined that the GGA method used lattice parameter
calculations is compatible with the experimental results for TlIinSe; and TlInTe;
compounds. In addition, the lattice parameter “a” has decreased while lattice parameter
“c” has increased for Tlo.7sNao.2sInSe2. On the other hand, lattice parameters “a and ¢”
have increased together for Tlo.7sNao2sInTe2 compound. Despite this change in lattice
parameters, there is almost no change in the c/a ratio. As a result of this, Na adding to the
compounds does not change the tetragonality. The mBJ method have been used for
electronic and optic properties. The calculations for TlInSe; and TlInTe2 have been shown
that, it is suitable thanks to giving data consistent with experimental results. Na doping to
TlInSe2 and TlInTe2 compounds has caused an increment in band gap energies. Moreover,
the band gap energy of Na-doped TlInSe: is shifted from the infrared region to the visible
region. One of the relevant features of optical materials is non-linear optical applications.
It has been determined that the optical parameters of the pure doped materials change
depending on the direction. These materials can be used for non-linear optic applications.
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Especially, Tlo.7sNao.2s5InTe2 compound can be one of the compounds that can be used in
infrared technology. In addition, this compound has a high electrical conductivity,
thermal conductivity, and power factor compared to other compounds.
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Figure 9. The obtained thermoelectric parameters for TlInSe, and TlInTe, (a) Electrical conductivity, (b)
Thermal conductivity (c) Seebeck coefficient and (d) Power factor
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Oz: Darbeli Elektromanyetik Alan (PEMF) diisiik frekansh elektromanyetik alan olup son
yillarda klinik arastirmalarda tedavi amagli uygulanmasina yonelik ¢aligmalar hiz kazanmistir.
Farkli frekans, yogunluk, dalga boyu ve siirelerde kematerapétik ilaglarla birlikte uygulanan
PEMF maruziyetinin beyin kanseri hiicreleri dahil ¢esitli kanser hiicrelerinde apoptoz iizerine
etkilerini degerlendiren ¢aligsmalardan farkli olarak ¢aligmada sabit frekans ve yogunlukta (50
Hz, 1 mT) uzun siire (48 saat) PEMF maruziyetinin SK-N-SH insan néroblastoma hiicresinde
apoptoz mekanizmasina olasi etkileri farkli tekniklerle arastirilmistir. Hiicreler kontrol grubu,
PEMF maruziyetinin olmadigi SK-N-SH hiicre grubu, ve PEMF’ye 48 saat maruz birakilan
SK-N-SH hiicre grubu olmak iizere lice ayrilmistir. Hiicre canliligi, apoptoz tayini, kaspaz-8
mRNA diizeyi ve kaspaz-8 protein ekspresyonu sirasiyla alamar mavisi, akis sitometri, qRT-
PCR ve Western-Blot teknikleriyle belirlenmistir. Uzun siireli PEMF maruziyetinin insan
ndroblastoma hiicresinde hiicre canliligini belirgin sekilde azaltip hiicreleri daha fazla erken
apoptoza ugratarak hiicreleri apoptoza siiriikledigi ve bu mekanizmanin kaspaz-8 mMRNA
diizeyinde ve protein ekspresyon seviyesinde artisla iligkili olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: Darbeli elektromanyetik alan, Noroblastoma, Kaspaz-8

Effects of Long-Term Pulsed Electromagnetic Field Exposure on Apoptosis in
Neuroblastoma Cell Line

Abstract: Pulsed Electromagnetic Field (PEMF) is a low-frequency electromagnetic field that
has gained popularity in clinical research in recent years for its potential therapeutic benefits.
Unlike studies evaluating the effects of PEMF exposure combined with chemotherapeutic
drugs at different frequencies, intensities, wavelengths and durations on apoptosis in various
cancer cells, including brain cancer cells, in the study, the possible effects of long-term (48
hours) PEMF exposure at constant frequency and intensity (50 Hz, 1 mT) on the apoptosis
mechanism in human neuroblastoma cells have been investigated by different techniques. Cells
group is divided into three experimental groups as control, SK-N-SH cell group without PEMF
exposure, and SK-N-SH cell group exposed to PEMF for 48 hours. Alamar blue, flow
cytometry, gRT-PCR and Western-Blotting techniques were utilized to measure cell viability,
apoptosis, mMRNA level and protein expression of the caspase-8. It has been shown that long-
term PEMF exposure significantly reduces cell viability in human neuroblastoma cells,
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inducing the cells to a significant amount of early apoptosis, and this mechanism may be
explained by the increased mRNA and protein expression level of the caspase-8.

Key words: Pulsed electromagnetic field, Neuroblastoma, Caspase-8

1. Giris

Elektromanyetik alanlar (EMA), miknatislarin ve elektrik akimlarin birlesimi sonucunda
olusan manyetik alanlardir [1]. Diinyanin yapisindan kaynakli olusan statik manyetik
alanin disinda insan yapimi EMA’lar bulunmaktadir [1]. Yapay yollarla elde edilen
elektromanyetik alanlar, sahip olduklar1 frekansa gore diistik frekansh elektromanyetik
alanlar (ELF-EMA<300 Hz), ara frekansli elektromanyetik alanlar (300 Hz-10 MHz) ve
radyo frekansindan (10 MHz-300 GHz) olusmaktadir [1]. In vitro ¢alismalar ELF-
EMA’nin néron benzeri hiicrelerde gen ifadesinin diizenlenmesinde, ndrit biiylimesinde,
apoptozun inhibisyonunda, néronal farklilagsmada rolii oldugunu gostermistir [2]. Diisiik
frekansli EMA uygulamalarinin i¢inde en dikkat ¢ekeni belirli dalga formuna ve genlige
sahip olan “Darbeli Elektromanyetik Alan (Pulsed Electromagnetic Field) (PEMF)”dir
[3]. PEMF’ler darbeli sinyallerle iiretilir, manyetik alan tepe degeri miliTesla(mT) ve
dU/degisim orani (dt) hizlidir (milisaniye) [4]. PEMF maruziyetinin nérodejeneratif
hastaliklarin [5], 6demin [6], migrenin [7], ameliyat sonras1 agrinin [8], yumusak doku
hasarinin [9], yaranin tedavisinde [10], oksidatif stresin sitotoksik etkilerini azaltmada
[11], ve oksidan-antioksidan mekanizmasiin dengesinde rolii oldugu [12,13] ¢esitli
calismalarca gosterilmis ve klinikte potansiyel bir tedavi yontemi olarak kullanilmasi hiz
kazanmustir.

Apoptoz, proapoptotik ve antiapoptatik proteinler arasindaki denge ile diizenlenen, RNA,
protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan programlanmis hiicre Sliimiidiir [14].
Apoptoz, hiicre i¢ginden (mitokondriyal yolak) ve hiicre disindan (hiicre ylizeyindeki 61im
reseptorleri) olmak tizere iki ayri mekanizma ile indiiklenebilir [15]. Mitokondriyal
yolakta (intrinsik yolak), hiicrenin 6liimiine ya da yasamina karar verecek olan en 6nemli
faktor sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasini baslatan apoptozis uyarici
proapoptotik (bax, bcl-xs, bad, bim, bid), ve sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya
salinmasini baskilayan apoptozis baskilayici1 antiapoptotik (bcl-2, bel-xI, mcl-1) tyeleri
bulunan Bcl-2 ailesinin iiyeleridir [16]. Apoptozun mitokondriyal yolaginda sitokrom
c¢’nin salinmasi Onemli bir basamak olup Apaf-1’e baglanarak prokaspaz-9’un
aktivasyonuna, aktiflesen kaspaz-9’da apoptotik yolaktaki bir seri kaspaz aktivasyonunun
(kaspaz-3, -7 gibi) baslamasina yol agar [17]. Hiicre disindan apoptoz yolagi (ekstrensek
yolak) ise, bir ligandin bir 6liim reseptoriine baglanmasi yoluyla aktive edilir ve bu da
adaptor proteinlerinin yardimiyla kaspaz-8'in dimerizasyonuna ve aktivasyonuna yol
acar. Aktif kaspaz-8 ya direk olarak prokaspaz-3,-6, -7’yi aktive ederek apoptozu baslatir
ya da bcl-2 ailesinin iiyesi olan Bid’1 kesip aktiflestirerek apoptozun mitokondriyal
yolaginin aktiflegsmesine neden olur [16].

Beyin kanseri hiicreleri iizerinde farkli deneysel yaklagimlarla yapilan in vitro ¢alismalar,
farkli frekans ve farkli dalga boyuna sahip ELF-EMA 'nin kematerapétik ilaglarla birlikte
farkli zaman araliklariyla uygulanmasinin apoptozu indiikledigini ve apoptoza bagh
proteinlerde degisiklige neden oldugunu gdstermistir [18, 19]. Ancak, ¢cocukluk caginin
erken doneminde goriilen sempatik sinir sistemi kaynakli kétii huylu beyin tiimérii olan
insan ndroblastoma hiicre hatti iizerinde, belirli bir frekansa ve dalga boyuna sahip
PEMF’nin direkt olarak uzun siireli maruziyetinin apoptoza ve apoptozun ektrensek
yolaginda 6nemli rol oynayan kaspaz-8’inexpresyonu iizerinde degisiklikleri aragtiran
caligmalar yok denecek kadar azdir. Bu nedenle ¢alismanin amaci, insan ndroblastoma
hiicre hattinda (SK-N-SH) 50 Hz frekans, 1.0 mT yogunlugundaki PEMF’ye uzun siire
(48 saat) maruziyetin hiicre canliligina, apoptozu indiikleyip indiiklemedigine ve apoptoz
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mekanizmasinda rol alan kilit molekiillerden kaspaz-8’in mRNA diizeyine ve protein
ekspresyonuna etkisini farkli molekiiler tekniklerle incelemektir.

2. Materyal ve Metot
2.1. PEMF maruziyeti

PEMF devre seti (Pasco; UI-5000) ve Pasco 850 Capstone Yazilimi (UI-5400) EDUTEK
firmasindan (Ankara, Tiirkiye) satin alinmigtir. PEMF devresi, 500 sarimli Helmholtz
bobin ¢iftinden olusmaktadir. Bobinler homojen manyetik alan olusturmak igin
birbirlerine paralel olarak konumlandirilmistir. Seri baglanan bobin ¢ifti 50 Hz frekans, 1
mT manyetik alan, 1.3 ms darbe (pulse) siiresi ve kare dalga formu olusturmasi i¢in uygun
bir sinyalle beslenmistir. Hiicre kiiltlirii plakalar1 her bobin ¢iftinden 5 cm uzaga
yerlestirilmistir. Devrenin yazilim programi (Pasco 850 Capstone) ile baglantisi
bilgisayar ortaminda yapilmistir. Hiicre kiiltliriine uygulanacak manyetik alan darbeli
manyetik olarak ayarlanmis ve bobinde elektrik akim degisimi miliamper (mA) cinsinden
hesaplanmistir. Elektrik gerilimi standart bir bobin probu ile Ol¢lilmiistiir. Manyetik
alanin mekansal homojenitesi hem siliko hem de hiicre inkiibatorii icinde Hall Effect
gausmetre ile Olglilmiistiir. Bu yapilandirmada, 1 mT maksimum manyetik akim
yogunluguna ve 50 Hz frekansa sahip PEMF hiicrelere dik dogrultudadir. Hiicrelerin
PEMF maruziyeti Oncesi deney sartlarinin muhtemel diisiik frekansli alanlarindan
etkilenmemeleri i¢in deneylerin yiiriitiilecegi laboratuvar ortaminda ¢ok diisiik frekansh
(ELF) elektrik ve manyetik alan seviyeleri Ol¢lilmiistir. Buna ilaveten PEMF
maruziyetinden kaynakli olas1 termal etkinin engellenebilmesi amaciyla ortam sicakligi
37°C’ye ayarlanarak stirekli kontrol edilmis ve sicaklik artis tespit edilmemistir. PEMF
devre diizenegi bobin ¢iftinin ortasina konumlandirilmis hiicre plakasi ile birlikte Simsek
ve ark. [11] ¢alismasindan revize edilerek Sekil 1’de temsili olarak gosterilmistir.

Helmbholtz bobin gifti

Sinyal Ureteci

Sekil 1. PEMF diizeneginin temsili gosterimi

2.2. Hiicre kiiltiirii calismalart
2.2.1. Hiicre gruplart

Amerikan Tip Kiltiir Koleksiyonu-ATCC, (Missouri, ABD)’den insan noéroblastoma
hiicre hatti, SK-N-SH, satin alinarak %10 fetal sigir serumu, %1 penisilin-streptomisin,
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ve %1 L-Glutamin iceren Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM, Biological
Industries, Cromwell, ABD) ortaminda 37°C’de, %5 COz iceren %95 nem ortamli steril
inkiibatorde (BINDER, Camarillo, ABD) inkiibe edilmistir. Hiicreler {i¢ gruba ayrilmistir:
Grup I: Kontrol grubu-Saglikli hiicre hatti (HEK293t); Grup II: PEMF maruziyetinin
olmadigr SK-N-SH noroblastoma hiicre hatti; Grup III: 48 saat boyunca PEMF’ye (50
Hz, 1 mT) maruz birakilan SK-N-SH noroblastoma hiicre hatti.

2.2.2. Hiicre canlihiginin tespiti

Tiim gruplardaki hiicreler 1:1 oraninda seyreltilmis %0.04 Tripan Mavisiyle (Sigma-
Aldrich, Missouri, ABD) boyanarak Bio-Rad TC20 otomatik hiicre sayim cihazi (Bio-
Rad, Kaliforniya, ABD) ile sayilmis ve lglii tekrar seklinde 96 kuyucuklu plakalara
(1x10%kuyucuk) ekilmistir. 570 nm ve 610 nm dalga boylarinda spektrofotometrede
(Multiskan Go; Thermo Scientific Co., Waltham, MA, ABD) hiicre canliligi ve
sitotoksisite Alamar Mavisi reaktifi (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, ABD) kullanilarak 0l¢iilmiis ve sonuglar hiicre canliliginin yiizdesi (%) olarak
gosterilmistir.

2.2.3. Akag sitometri ile apoptoz tayini

PEMF maruziyetinin noroblastoma hiicre hattinda apoptotik etkilerini degerlendirmek
i¢in, hiicreler 3x10° hiicre/kuyucuk seklinde 6-kuyucuklu plakalara ekilmis, hiicre
canliliint %50 oraninda inhibe eden PEMF maruziyetine esit siirede Darbeli
Elektromanyetik Alan uygulanmis ve akabinde 24 saat boyunca 37°C, %5 CO:
kosullarinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben hiicreler 5 dakika boyunca 15000 x
g' de santrifiij edilmistir. Pelete 100 uL (1X) baglanma tamponu eklenip Anneksin V
Apoptoz Tespit Kiti igeriginde yer alan Anneksin V-APC ve 7-AAD ile boyanmuistir.
Hiicrelerin erken/ge¢ apoptoz ve nekroz oranlart NovoCyte Akis Sitometri Sistemi (Acea,
Kuzey Amerika) ile 6l¢iilmiistir.

2.2.4. Kaspaz-8 mRNA seviyesinin tespiti

Hiicre gruplarinin total RNA izolasyonlar1 TRIZOL reaktifi kullanilarak yapilmistir. Elde
edilen RNA (1 ng), cDNA sentezi i¢in kullanilmigtir. Revers transkripsiyon reaksiyonu,
iScript ¢cDNA sentez kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. Hazirlanan cDNA’lar
kullanilarak gergeklestirilen Kantitatif Real-Time PCR (QRT-PCR) ¢alismalarinda iTaq
Universal SYBR Green PCR Kit kullanilmistir. qRT-PCR ¢aligmalarinda kaspaz-8
spesifik ileri ve geri primerler NCBI Primer Blast yazilimi ile dizayn edilmis olup ileri
primer 3’- AGAAGAGGGTCATCCTGGGAGA-5 ve geri primeri 3’-
TCAGGACTTCCTTCAAGGCTGC-5" olarak belirlenmistir. Elde edilen degerler
GAPDH kullanilarak normalize edilmis olup kaspaz-8 MRNA seviyesi 244t formiilii
kullanilarak hesaplanmustir.

2.2.5. Kaspaz-8 protein ekspresyon diizeyinin tespiti

Protein izolasyonu yapilan hiicre siispansiyonlarindaki protein miktart BSA standarti
kullanilarak BCA yontemine gore belirlenmistir. PEMF maruziyetinin apoptoz yolaginda
rol alan Kaspaz-8 proteinin ekspresyonu lizerindeki etkileri Western Blot teknigiyle
arastirilmistir.  Biorad elektroforez sistemi  kullanilarak  SDS-Poliakrilamid  Jel
Elektroforez (SDS-PAGE) yontemi ile proteinler ayristirilmistir. Elektroforezi takiben
jel sandvigten ¢ikarilan jeller transfer tamponunda (25 mM Tris, 192 mM glisin ve %20
metanol) 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Transfer sandvi¢in hazirlanmasindan sonra
sistem giic kaynagina baglanarak voltaj, maksimum akim limiti ayarlanmis ve 90 dk
stireyle proteinler elektroforetik olarak transfer edilmistir. Proteinlerin tespiti agamasinda
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membran 10 dakika siireyle TBST soliisyonu (Tris Buffered Saline + Tween 20: 20 mM
Tris-HCL, pH 7.4, 0.5 M NaCl ve %0,05 Tween 20) ile yitkanmigtir. Daha sonra membran
bloke c¢ozeltisi (TBST iginde yagsiz %5’lik siit tozu) ile 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda baglanmamis fazla bloke ¢dzeltisi uzaklastirilarak membran 2 saat
primer antikor ile daha sonra da 1 saat ikincil antikor ile inkiibe edilmistir. Baglanmamais
antikorlarin uzaklagtirilmasi i¢in aralarda 5’er dakika 3’er tekrar olmak iizere TBST ile
inkiibe edilmistir. Primer antikor baglanan proteinlerin tespiti, membran iizerindeki
protein-primer antikor kompleksinin alkalin fosfataz (ALP) bagli ikincil antikor ve ALP
tespit kiti ile inkiibe edilmesine dayanmaktadir. Protein ekspresyon seviyelerini
normalize etmek B-aktin internal standard kontrol olarak kullanilmistir. Image J programi
ile protein bantlarinin densitometrik analizi ger¢eklestirilmistir.

2.3. Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz SPSS v.23 (Chicago, IL) istatistik paket programi ile Tek-Yonlii
Varyans Analizi (One-Way ANOVA), coklu Kkarsilastirmada LSD Post-Hoc test
kullanilarak degerlendirilmis ve sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak
verilmigtir. Sonuglar en az ii¢ bagimsiz deneyi temsil etmektedir. *p<0.05 diizeyi
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3. Bulgular
3.1. PEMF maruziyetinin hiicre canliligina etkisi

PEMF maruziyetinin hiicre gruplarinin hiicre canlilig1 iizerine etkisini inceleyebilmek
icin Grup I’in hiicre canlilifi %100 kabul edilerek Grup II ve Grup III hiicrelerinin
%350’sini Oldiiren konsantrasyon (ICsg) degeri belirlenmistir (Sekil 2). Elde edilen
sonuglara gore 48 saat PEMF’ye (50 Hz, 1.0 mT) maruz birakilan SK-N-SH
ndroblastoma hiicre hattinda (Grup III) hiicre canlili§it PEMF maruziyetinin olmadig1 SK-
N-SH ndéroblastoma hiicre hatti grubuna goére (Grup II) istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiiktiir (p<0.001) (Sekil 2). Sonuglar PEMF maruziyetinin SK-N-SH insan
noroblastoma hiicre hattinda hiicre canlilifin1 azaltict olas1 etkisinin olabilecegini
gostermektedir.
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Sekil 2. Hiicre gruplarinda hiicre canlili1 yiizdeleri
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3.2. PEMF maruziyetinin apoptoza etkisi

PEMF maruziyetinin néroblastoma hiicre hattinda apoptotik etkileri akig sitometrisi ile
incelenmistir. Kontrol grubu olan HEK293t hiicre hattinin %2.1 erken apoptoz, %1.3 ge¢
apoptoz ve %0.9 nekroza ugradig1 belirlenmistir. PEMF maruziyetinin olmadigi SK-N-
SH noroblastoma hiicre hattinin ise %2.8 erken apoptoz, %2.2 ge¢ apoptoz ve %1.5
nekroza ugradigi bulunmustur. 48 saat 50 Hz frekasinda 1.0 mT yogunlugunda PEMF’ye
maruz birakilan SK-N-SH noéroblastoma hiicre hattinin ise %12.6 erken apoptoz, %8.8
gec apoptoz ve %6.3 nekroza ugradig tespit edilmistir. Sonuglar 48 saat PEMF (50 Hz,
1.0 mT) maruziyetinin SK-N-SH néroblastoma hiicre hattint HEK293t kontrol hiicresine
gore 6-kat, PEMF maruziyeti olmayan SK-N-SH hiicresine gore 4.5 kat daha fazla erken
apoptoza ugratarak hiicreleri apoptoza siirlikledigini gostermistir (Sekil 3). Ayrica, PEMF
maruziyetinin erken/ge¢ apoptotik ve nekrotik etkisi HEK293t kontrol hiicresine ve
PEMF maruziyeti olmayan SK-N-SH hiicresine gore istatistiksel olarak anlamli derecede
daha yiiksektir (***p<0.001).
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Sekil 3. PEMF maruziyetinin erken/ge¢ apoptotik ve nekrotik etkisi. Veriler ortalama + SD olacak sekilde
gosterilmis, Tek-Yonli Varyans Analizi (One- Way ANOVA) ile degerlendirilmis, ¢oklu karsilastirmada
LSD Post-Hoc test kullanilmistir. “a” kontrol grubuna gére (***p<0.001), “b” ise SK-N-SH grubuna gore
(***p<0.001) istatistiksel farki isaret etmektedir.

3.3. PEMF maruziyetinin kaspaz-8 mRNA seviyesine etkisi

Hiicre gruplarindaki kaspaz-8’in mRNA seviyesi qRT-PCR teknigi ile belirlenmistir.
Veriler Tek-Yonlii Varyans Analizi (One-Way ANOVA) c¢oklu karsilastirmada LSD
Post-Hoc test ile analiz edilmistir. 48 saat PEMF’ye (50 Hz, 1.0 mT) maruz kalan SK-N-
SH hiicre hattinda (Grup III) kaspaz-8 mMRNA seviyesi kontrol grubuna (Grup 1) ve PEMF
maruziyetinin olmadigi SK-N-SH ndroblastoma hiicre hatti grubuna (Grup II) gore
istatistiksel olarak anlamli derecede daha ytiksektir (p<0.001, sirasiyla) (Sekil 4). Ayrica,
kaspaz-8 mRNA seviyesi SK-N-SH noéroblastoma hiicre hattinda HEK293t saglikli
kontrol hiicreye gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksektir (p<0.01) (Sekil
4). Apoptozun kilit molekiillerinden baglatic1 kaspaz olarak bilinen kaspaz-8 mRNA
seviyesinin SK-N-SH hiicre hattinda kontrole kiyasla daha fazla olmasi apoptozun bu
hiicre hattinda uyarildigini, SK-N-SH hiicre hattinda uzun siireli PEMF maruziyetinin ise
kaspaz-8 gen ekspresyonunda daha fazla artisga neden olarak apoptozun ektrensek
mekanizmasinda olasi etkisinin olabilecegini gostermistir.

93



DOI: 10.29233/sdufeffd.1226265 2023, 18(2): 88-98

N
o
|

-
(3]
|

* %

Kaspaz-8 mRNA seviyesi
(GAPDH Normalize)
—
3] (=)
] 1

e

0 I
Kontrol SK-N-SH PEMF

Sekil 4. Hiicre gruplarinda kaspaz-8 mRNA seviyesinin GAPDH’e orantisal relatif degerlerinin
karsilastirilmasi. Veriler ortalama + SD olacak sekilde gdsterilmis, Tek-Y6nlii Varyans Analizi (One- Way
ANOVA) ile degerlendirilmis, ¢oklu karsilagtirmada LSD Post-Hoc test kullanilmistir. ** p<0.01,
**%*p<0.001°deki istatistiksel fark: isaret etmektedir.

3.4. PEMF maruziyetinin kaspaz-8 protein ekspresyonuna etkisi

Hiicre gruplarindaki kaspaz-8’in protein ekspresyonu Western-Blot teknigi ile
belirlenmis, elde edilen veriler Tek-Yonlii Varyans Analizi (One-Way ANOVA) ¢oklu
karsilastirmada LSD Post-Hoc test ile analiz edilmistir. 48 saat PEMF’ye (50 Hz, 1.0 mT)
maruz kalan SK-N-SH hiicre hattinda (Grup III) kaspaz-8 proteininin ekspresyon
seviyesinin kontrol grubuna (Grup 1) ve PEMF maruziyetinin olmadigi SK-N-SH
noroblastoma hiicre hatt1 grubuna (Grup II) gore istatistiksel olarak anlaml1 derecede daha
yiiksek (p<0.001, sirasiyla) oldugu bulunmustur (Sekil 5). Ayrica, kaspaz-8 proteininin
ekspresyon seviyesi SK-N-SH noroblastoma hiicre hattinda HEK293t saglikli kontrol
hiicreye gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha yliiksektir (p<0.05) (Sekil 5).
Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde, SK-N-SH noroblastoma hiicre hattinda
baslatic1 kaspaz olarak bilinen kaspaz-8 MRNA seviyesindeki artisa benzer sekilde
protein seviyesinde ki artig bu hiicre hattinda apoptozun indiiklendigini ve hiicre hattinin
uzun stireli PEMF maruziyetine birakilmasinin yine kaspaz-8 mRNA seviyesindeki artisa
benzer sekilde protein seviyesinde daha fazla artisa neden olarak apoptozun ektrensek
mekanizmasinda olasi etkisinin olabilecegini gostermistir.
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Sekil 5. (a) Hiicre gruplarinda kaspaz-8 proteini i¢in elde edilen immiinoreaktif protein bantlarinin internal
standard protein olan B-aktin ile birlikte gosterimi, (b) Kaspaz-8 proteini ekspresyon diizeylerinin f-aktine
orantisal relatif degerlerinin (ortalama = SD) hiicre gruplarinda karsilastirmali olarak gosterimi. Veriler
Tek-Yonlii Varyans Analizi (One- Way ANOVA) ile degerlendirilmis, ¢oklu karsilastirmada LSD Post-
Hoc test kullanilmustir. * p<0.05, ***p<0.001’deki istatistiksel farki isaret etmektedir.

4. Sonug¢ ve Yorum

Literatiirde, 100 Hz, 100 G ve 50 Hz, 70 G gibi farkli frekans ve dalga boyunda diisiik
frekansli elektromanyetik alanlarin (ELF-EMA) U-87, T98G, U-138 glioblastoma hiicre
hatlarina kematerapdtik ilaglarla birlikte farkli stirelerde uygulanmasinin hiicre canliligini
degistirdigi, kanserli hiicre proliferasyonunu engellereyerek apoptozu indiikledigi
raporlanmistir [18,19]. Ayrica, statik manyetik alanlarin (SMF), farkli frekanstaki radyo
frekanslarin (900 MHz, 2.1 GHz RF) farkli siirelerde (giin, saat) maruziyetinin kanser
hiicrelerinde (meme kanseri, kemik kanseri, cilt kanseri, beyin kanseri hiicreleri gibi)
apoptoz iizerine etkilerinin farkli yontemlerle (akis sitometrisi, immiinohistokimya, DNA
fragmentasyonu) arastirildigi in vitro ¢alismalar da mevcuttur [20,21,22,23]. Ancak pulse
-darbeli sekilde yayilan diigiik frekanshi elektromanyetik alanlarin apoptoz iizerine
etkilerinin direkt olarak degerlendirildigi ¢alismalar kisitlidir. Ozellikle, belirli bir frekans
ve dalga boyunda PEMEFye belirli siirede maruziyetin kotii huylu ¢cocukluk dénemi beyin
tiimorii olan noroblastoma iizerinde apoptoza etkilerinin incelendigi caligmalar yok
denecek kadar azdir. Caligmamizda, insan néroblastoma hiicre hatt1 48 saat boyunca 50
Hz frekans, ve 1.0 mT yogunlugunda PEMF’ye maruz birakilarak maruziyetin hiicre
canlilifina, apoptozun indiiklenip indiiklenmedigine ve apoptozun ektrensek yolaginda
kilit rol oynayan kaspaz-8’in gen ve protein ekspresyonuna etkileri arastirilmustir.
Sonuglar, PEMF gibi darbeli sekilde yayilan diisiik frekanshi elektromanyetik alanlara
uzun siireli maruziyetin hiicreleri kesikli ve periyodik olarak uyararak noroblastoma
hiicre proliferasyonunu azalttigim1 ve apoptozu indiikledigini gostermistir. PEMF
maruziyetinin apoptotik etkisi ile hiicre ¢ogalmasimin uyumlu oldugu bulunmustur.
Calismanin sonuglari, kanser tedavisinde kullanilan ilaglarla birlikte farkli frekans (1Hz,
50 Hz, 100 Hz, 125 Hz, 200 Hz, 275 Hz) ve dalga boyuna (10 G, 50 G, 70 G, 100 G, 1000
G) sahip diisiik frekansli elektromanyetik alanlarin (ELF-EMA), statik manyetik alanlarin
(SMF), farkli frekanstaki radyo frekanslarin (900 MHz, 2.1 GHz RF), farkli frekans (1Hz,
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50 Hz, 100 Hz) ve dalga boyunda (50 G, 70 G, 100 G, 100 G) PEMF nin, farkli siirelerde
(glin, saat) maruziyetinin kanser hiicrelerinde (meme kanseri, kemik kanseri, cilt kanseri,
beyin kanseri hiicreleri gibi) hiicre proliferasyonunu azalttigini, apoptozu indiiklendigini
gosteren Iin vitro ve in  vivo c¢alismalarin  sonuglartyla  uyumludur
[18,19,20,21,22,23,24,25]. Kaspaz-8 apoptozun ekstrensek yolaginda 6nemli rol oynayan
ve kanserin olusumu, gelisimi ve tedavisi ile iligkili olan 6nemli bir kaspazdir
[26,27,28,29]. Kaspaz-8’in aktiflesmesi, kaspaz kaskadimi aktiflestirerek apoptozu
baslatir ve proenzim halindeki efektor kaspazlarin (kaspaz-3,6,7) aktiflesmesine ve
hiicrenin 6liime dogru gitmesine ya da apoptozun intrensek yolaga ilerlemesine neden
olacak bir seri kaskadin tetiklenmesine yol agar [26,27,28,29]. Tiim bu bilgiler 1s18inda,
PEMF'ye uzun siire maruz kaldiktan sonra insan néroblastoma hiicre hattinda kaspaz-8
mRNA seviyesinin ve protein ekspresyon diizeyinin daha fazla artmasi gézlemlenen bu
etki i¢in olas1 bir yol 6nermekte ve PEMF maruziyetinin apoptozun ektrensek yolaginda
olasi etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Noroblastoma hiicresi dahil beyin kanseri
hiicrelerinde PEMF ile apoptoz arasindaki iliski ve bu etkinin altinda yatan apoptotik
mekanizmalarin aydinlatilmasi apoptotik yolakta yer alan ¢ok sayida molekiiliin
incelenecegi daha ileri calismalar1 gerektirmektedir. Calismamiz kolay uygulanabilir,
non-invazif, giivenli bir teknik olan PEMF maruziyetinin farkli frekans, yogunluk, doz,
genlik, ve farkli maruziyet siireleri gibi degisik parametrelerle direkt veya kematerapotik
ilaclarla birlikte sadece beyin kanseri hiicreleri degil farkli kanser hiicreleri (meme
kanseri, kemik kanseri, cilt kanseri gibi) ve farkli dokularda apoptotik siireglere
etkilerinin incelenecegi ¢ok ¢esitli klinik uygulamalarin ve alternatif tedavi yontemlerinin
Oniinii agmaktadir. Caligmanin sonuglarinin PEMF maruziyeti ile aktive edilen gesitli
biyolojik ve fizyolojik siireclere odaklanan ileriki ¢alismalara 151k tutacagina inaniyoruz.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyani

C. G. Sarac: Kavramsallastirma, Arastirma, Kaynak/Materyal/Malzeme Temini, Metodoloji,
Denetim/Gézlem/Tavsiye, Inceleme ve Diizenleme, Veri Analizi, Dogrulama, Bigimsel Analiz, Orjinal
Taslak Yazimi, Proje Yonetimi; E. Cetin: Arastirma, Metodoloji; S. Karakurt: Metodoloji,
Denetim/Gozlem/Tavsiye, inceleme ve Diizenleme.

Catisma Beyani

Bu calismanin yazarlari olarak herhangi bir ¢atisma beyanimiz bulunmadigini bildiririz.

Destek ve Tesekkiir Beyant

Bu c¢alisma Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje Numarast: FYL-2022-5915). PEMF devre kurulumda desteklerinden dolay1 Prof.
Dr. Siikrii Ozen’e ve hiicre canliligmin tespiti asamasinda yardimlarindan dolay1 Doktora dgrencisi irem
Durmus’a tesekkiir ederiz.

Etik Kurul Onay: ve/veya Aydinlatilmis Onam Bilgileri

Bu ¢aligmanin yazarlari olarak herhangi bir etik kurul onay1 ve/veya aydinlatilmis onam bilgileri beyanimiz
bulunmadigini bildiririz.

Kaynakc¢a

[11 H.Wangand X. Zhang, “Magnetic fields and reactive oxygen species,” Int. J. Mol. Sci., 18(10), 2175-
2017. doi: 10.3390/ijms18102175.

[2] T.Oda and T. Koike, “Magnetic field exposure saves rat cerebellar granule neurons from apoptosis
in vitro,” Neurosci. Lett., 365(2), 83-86, 2004. doi: 10.1016/j.neulet.2004.04.068.

[3] A. Krath, T. Kliiter, M. Stukenberg, P. Zielhardt, H. Gollwitzer, N. Harrasser, J. Hausdorf, M.
Ringeisen, and L. Gerdesmeyer, “Electromagnetic transduction therapy in non-specific low back pain:

96



DOI: 10.29233/sdufeffd.1226265 2023, 18(2): 88-98

(4]

(5]

(6]
[7]

(8]

(9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

(18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

A prospective randomised controlled trial,” J. Orthop., 14(3), 410-415, 2017. doi:
10.1016/j.jor.2017.06.016.

M. Vadala, A. Vallelunga, L. Palmieri, B. Palmieri, J. C. Morales-Medina, and T. lannitti,
“Mechanisms and therapeutic applications of electromagnetic therapy in Parkinson's disease,” Behav.
Brain Funct., 11, 26, 2015. doi: 10.1186/s12993-015-0070-z.

E. Capelli, F. Torrisi, L. Venturini, M. Granato, L. Fassina, G. F. D. Lupo, and G. Ricevuti, “Low-
frequency pulsed electromagnetic field is able to modulate miRNAs in an experimental cell model of
Alzheimer’s disease,” Journal of Healthcare Engineering, (5-6), 1-10, 2017.

M. Markov, “XXIst century magnetotherapy,” Electromagn. Biol. Med., 34(3), 190-196, 2015.

M. O. Mattsson, and M. Simkd, “Emerging medical applications based on non-ionizing
electromagnetic fields from 0 Hz to 10 THz,” Medical Devices: Evidence and Research, 12, 347-368,
2019.

S. Gessi, S. Merighi, S. Bencivenni, E. Battistello, F. Vincenzi, S. Setti, M. Cadossi, P. A. Borea, R.
Cadossi, and K. Varani, “Pulsed electromagnetic field and relief of hypoxia-induced neuronal cell
death: The signaling pathway,” J. Cell Physiol., 234, 15089-15097, 2019.

C. Daish, R. Blanchard, K. Fox, P. Pivonka, and E. Pirogova, “The application of pulsed
electromagnetic fields (PEMFs) for bone fracture repair: past and perspective findings,” Annals of
Biomedical Engineering, 46(4), 525-542, 2018.

B. Strauch, C. Herman, R. Dabb, L. J. Ignarro, and A. A. Pilla, “Evidence-based use of pulsed
electromagnetic field therapy in clinical plastic surgery,” Surgery Journal, 29(2), 135 143, 2009.

T. Simsek, S. Karakurt, and C. Gokgek Sarag, “Yiiksek doz hidrojen peroksit ile muamele edilen insan
ndroblastoma hiicre hattinda darbeli elektromanyetik alan maruziyetinin glutatyon miktarina etkisi,”
Siileyman Demirel Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Fen Dergisi, 17(1), 146-154, 2022. doi:
10.29233/sdufeffd.1029835.

F. Vincenzi, A. Ravani, S. Pasquini, M. Merighi, S. Gessi, S. Setti, R. Cadossi, P. A. Borea, and K.
Varani, “Pulsed electromagnetic field exposure reduces hypoxia and inflammation damage in neuron-
like and microglial cells,” Journal Cellular Physiogy, 232, 1200-1208, 2017.

S. Falone, N. Marchesi, C. Osera, L. Fassina, S. Comincini, M. Amadio, and A. Pascale, “Pulsed
electromagnetic field (PEMF) prevents pro-oxidant effects of H,O, in SK-N-BE (2) human
neuroblastoma cells,” International Journal of Radiation Biology, 92(5), 281-286, 2016.

S. Goldar, M. S. Khaniani, S. M. Derakhshan, and B. Baradaran, “Molecular mechanisms of apoptosis
and roles in cancer development and treatment,” Asian Pac. J. Cancer Prev., 16(6), 2129-2144, 2015.
doi: 10.7314/apjcp.2015.16.6.2129.

G. Atagiin, Z. Eren, and 1. Giirkanl, “Apoptoziste mitokondrinin rolii”, Tiirk Blimsel Derlemeler
Dergisi, 4(2), 49-53, 2011.

G. Pistritto, D. Trisciuoglio, C. Ceci, A. Garufi, and G. D'Orazi, “Apoptosis as anticancer mechanism:
function and dysfunction of its modulators and targeted therapeutic strategies,” Aging (Albany NY),
8(4), 603-619, 2016. doi: 10.18632/aging.100934.

A. W. Roberts, J. F. Seymour, J. R. Brown, W. G. Wierda, T. J. Kipps, S. L. Khaw, D. A. Carney, S.
Z. He, D. C. S. Huang, H. Xiong, Y. Cui, T. A. Busman, E. M. McKeegan, A. P. Krivoshik, S. H.
Enschede, and R. Humerickhouse, “Substantial susceptibility of chronic lymphocytic leukemia to
BCL2 inhibition: results of a phase | study of navitoclax in patients with relapsed or refractory
disease,” Journal of Clinical Oncology, 30(5), 488-496, 2011. doi: 10.1200/JC0.2011.34.7898.2011.
Z. Akbarnejad, H. Eskandary, L. Dini, C. Vergallo, S. N. Nematollahi-Mahani, A. Farsinejad, M. F.
S. Abadi, and M. Ahmadi, “Cytotoxicity of temozolomide on human glioblastoma cells is enhanced
by the concomitant exposure to an extremely low-frequency electromagnetic field (100Hz, 100G),”
Biomed. Pharmacother., 92, 254-264, 2017. doi: 10.1016/j.biopha.2017.05.050.

M. Amiri, , M. Basiri, H. Eskandary, Z. Akbarnejad, M. Esmaeeli, Y. M. Ardakani, and M. Ahmadi-
Zeidabadi, ‘‘Cytotoxicity of carboplatin on human glioblastoma cells is reduced by the concomitant
exposure to an extremely low-frequency electromagnetic field (50 Hz, 70 G),” Electromagnetic
Biology and Medicine, 37(3), 138-145, 2018. doi: 10.1080/15368378.2018.1477052.

T. Mercantepe, L. Tiimkaya, M. F. Gokge, Z. S. Topal, and E. Esmer, “900 MHz elektromanyetik
alanin serebellum iizerine etkilerinin histopatolojik olarak incelenmesi,” Med. Bull. Sisli Etfal Hosp.,
52(2), 129-134, 2018.

M. Z. Tuysuz, H. Kayhan, A. S. Yar-Saglam, E. U. Bagriacik, M. Yagci, and A. G. Canseven, “Cep
telefonu maruziyetinden kaynaklanan radyofrekans elektromanyetik alanin apoptoz iizerine etkisi,”
Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi, 16(1),123-129, 2019.

M. Barati, H. Fahimi, L. Farahmand, and A. Madjid-Ansari, “1Hz 100mT electromagnetic field
induces apoptosis in breast cancer cells through up-regulation of P38 and P21,” Multidisciplinary
Cancer Investigation, 4(1), 23-29, 2020. doi: 10.30699/acadpub.mci.4.1.23.

A. Xu, Q. Wang, and T. Lin, “Low-frequency magnetic fields (LF-MFs) inhibit proliferation by
triggering apoptosis and altering cell cycle distribution in breast cancer cells”, Int. J. Mol. Sci., 21(8),
2952, 2020. doi: 10.3390/ijms21082952.

97



DOI: 10.29233/sdufeffd.1226265 2023, 18(2): 88-98

[24] J. Kaszuba-Zwoinska, K. Wojcik, M. Bereta, A. Ziomber, P. Pierzchalski, E. Rokita, J.
Marcinkiewicz, W. Zaraska, and P. Thor, “Pulsating electromagnetic field stimulation prevents cell
death of puromycin treated U937 cell line, ” Journal of Physiology and Pharmacology, 61(2), 201-
205, 2010.
[25] F. Pasi, L. Fassina, M.E. Mognaschi, G. Lupo, F. Corbella, R. Nano, and E. Capelli, “Pulsed
electromagnetic field with temozolomide can elicit an epigenetic pro-apoptotic effect on glioblastoma
T98G cells,” Anti Cancer Research, 36, 5821-5826, 2016. doi:10.21873/anticanres.11166.
[26] M. Jiang, L. Qi, L. Lisha, Y. Wu, D. Song, and Y. Yanjing, “Caspase-8: A key protein of cross-talk
signal way in “PANoptosis” in cancer,” Int. J. Cancer, 149, 1408-1420, 2021.

[27] M. Fritsch, S.D. Giinther, R. Schwarzer, M.C. Albert, F. Schorn, J.P. Werthenbach, L.M. Schiffmann,
N. Stair, H. Stocks, J.M. Seeger, M. Lamkanfi, M. Kronke, M. Pasparakis, and H. Kashkar, “Caspase-
8 is the molecular switch for apoptosis, necroptosis and pyroptosis,” Nature, 575(7784), 683-687, 2019.
doi: 10.1038/s41586-019-1770-6.

[28] D.R. Mcllwain, T. Berger, and T.W. Mak, “Caspase functions in cell death anddisease,” Cold Spring

Harb Perspect Biol. 7(4), a026716, 2015.
A. Bildik and 1. Bayar, “Kanserde apoptotik yolaklarin inhibisyonu,” Turkiye Klinikleri J Vet Sci.
9(2):42-51, 2018. doi: 10.5336/vetsci.2018-62141.

98



Siileyman Demirel Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Fen Dergisi https://derqgipark.org.tr/sdufeffd
Siileyman Demirel University Faculty of Arts and Sciences Journal of Science e-ISSN: 1306-7575
Research Article, 2023, 18(2): 99-109, DOI: 10.29233/sdufeffd.1221514

Atakum Ilcesinde insansiz Hava Araci ile Isik Kirliligi Olciimleri ve
Degerlendirilmesi

Ozgiir Tiirk™, Metin Yavuz?

10ndokuz May1s Universitesi, Fen Fakiiltesi, Fizik Boliimii, 55200, Samsun, TURKIYE
https://orcid.org/0000-0003-2958-9640
*yazigilan yazar: ozgurturk@outlook.com

2Ondokuz May1s Universitesi, Fen Fakiiltesi, Fizik Boliimii, 55200, Samsun, TURKIYE
https://orcid.org/0000-0002-1262-9135

(Alinis / Received: 19.12.2022, Kabul / Accepted: 13.03.2023, Yayumlanma / Published: 22.06.2023)

Oz: Diinya insan niifusunun artmasi ve buna bagl olarak sehirlesme yogunlugunun artmasiyla
yerlesim yerleri hizlica aydinlatilmakta, sonucunda da tiim Diinya’da geceleyin gok parlaklig:
yani 1s1k kirliligi artmaktadir. Isik kirliliginin hava kirligi, insan sagligi, ekolojik cevre,
astronomi ve ekonomi konularinda birgok olumsuz etkisi bulunmaktadir. Bu kapsamda,
geceleyin gok parlakligi 6lgtimleri toplumsal farkindalik ve kaliteli aydinlatma politikalar
bakimindan gezegenimiz i¢in olduk¢a dnem tagimaktadir. Bu ¢alismada, Samsun ilinin Atakum
Ilgesi’nde bulunan 81 km? alan iginde yer alan 55 farkli bélgenin yapay aydinlatmadan
kaynaklanan ve uzaya giden yani aydinlatmada kullanilamayan 1sik enerjisi miktari
dliilmiistiir. Ayrica, calismada insansiz hava aracina monte edilen Gok Parlaklig1 Olger (SQM)
cihaziyla yeryiiziinden 50 m yiikseklikten gok parlakligi verileri toplanmistir. Calismada alinan
veriler ve cografi koordinatlar kullanilarak, haritalama yazilimi ile bolgenin tematik es
parlaklik haritasi olusturulmustur. Calisma sonucunda atmosferden uzaya giden ve dogrudan
aydinlatmada kullanilmayan 53,37 milyon limen/yil 151k akisi bulunmustur. Bu enerji
Atakum’da her ay ortalama 2094 ailenin elektrik ihtiyacina karsilik gelmektedir.

Anahtar kelimeler: Yapay aydinlatma, Isik kirliligi, Dis aydinlatma, insansiz hava araci, Gok
parlaklig1 haritas:.

Light Pollution Measurements and Evaluation by Unmanned Aerial Vehicle
(UAV) in Atakum

Abstract: With the increase in the world's human population and the corresponding increase in
urbanization density, settlements were quickly illuminated. As a result, the night sky
brightness, that is, light pollution, is increasing all over the world. Light pollution has many
negative effects on air pollution, human health, ecological environment, astronomy, and
economy. In this context, measurements of sky brightness at night are very important for our
planet. In this study, the amount of light energy escaping into space due to artificial lighting at
nighttime was measured from 55 regions covering an area of 81 km? in the Atakum district of
Samsun. Previously, measurements of sky brightness were made near light sources from the
earth. In this study, the Sky Quality Meter (SQM) device was mounted on the unmanned aerial
vehicle (UAV) and used to measure the sky brightness at 50 m above the ground. By using the
data measured by the SQM device and the geographical coordinates, a thematic iso-luminance
map was created with the mapping software. With the obtained sky brightness values and
surface area values, the total luminous flux emitted from the atmosphere to the space and cannot
be used in lighting was found to be 53.37 million lumens. This energy corresponds to the
electricity needs of 2094 families in Samsun every month.
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1. Giris
Giliniimtizde 151k kirliligi; hava kirliligi, su kirliligi, giiriilti kirliligi gibi ¢evre kirlilikleri
gibi her gecen giin artis gosteren énemli bir ¢evre sorunudur. Isik kirliligi [1]°e gore
Ozellikle dis aydinlatma kaynaklarinin yanhis yerde, yanlis yonde, yanlis miktarda ve
yanlis zamanda kullanilmasidir. Isik Kirliligi kavrami yaygin olarak kullanilmaktayken
foton kirliligi, 1s1kli kirlilik gibi kavramlar 6ziinde geceleyin yapay aydinlatma ile olusan
gok parlakligini temsil etmektedir. Bir ortamda asir1 aydinlatma verimsiz aydinlatmaya
sebep olmaktadir [1]. Elektromanyetik spektrum g6z Oniinde bulunduruldugunda 11k
kirliligine sebep olan elektromanyetik dalgalar 400 nm ile 700 nm goriiniir dalga boylarini
kapsar. Bir¢cok doga ve ¢evre bilimci ile tip arastirmacisi 1s1k kirliligini son yillarda en
hizli artan c¢evre kirliliklerinden oldugunu diisiinmektedir. Isik kirliligi alanindaki
bilimsel aragtirmalar 1s1k kirliliginin; canlilar, enerji, gokbilim, hava kirliligi, iklim
degisimi gibi alanlarda kalic1 olumsuz etkilerinin oldugunu ortaya koymaktadir [2]. Dis
aydinlatmanin yanlis kullanimi sadece enerji kaynaklarinin bosa kullanilmasi degil ayn1

zamanda insan saglig1 ve diger canlilara, ¢evremize ve giivenligimize de olumsuz yonde
etkileri vardir [3-6].

1.1. Isik kirliliginin enerji boyutu

Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri’nin ylizde 99’u gibi biiyiik bir alant ve
gezegenimizin yiizde 80’1, 151k kirliliginin olumsuz etkilerine maruz kalmaktadir [7].
Diinyadaki artan insan niifusu ve buna bagli olarak sehirlesme hizi ile diinyada daha ¢ok
enerjiye ihtiya¢ oldugu aciktir. Aydinlatma i¢in kullanilacak enerji iilkelerin enerji
dagittmi ve enerji kullanimi politikalarini belirlemede o6nemli yere sahiptir. Isik
kirliliginin neden oldugu gok parlaklig1 6l¢iimleri uzaydan ve yerytiziinden olmak iizere
iki tiirlii yapilmaktadir.

Kiiresel olarak, 2022 yilinda VIIRS (Visible Infrared Imaging Radiometer Suite)
uydusundan alinan verilere gore uzaya giden 15181in en az 50 milyar dolarlik bir enerji
maliyeti bulunmaktadir. Bu 151k miktar: kiiresel sera gazi emisyonlarinin yiizde 1 kadar
oldugu tahmin edilmektedir [8]. 1997 yilinda Tiirkiye i¢in uydu goriintiileri kullanilarak
elde 120 MkWh oldugu ve bunun 2000 yilindaki degeri 6 milyon TL olarak
hesaplanmistir. Eskisehir’de yapilan bir ¢alisma ile 2018 yili i¢in yillik 151k kirliliginin
maliyetinin tiim Tiirkiye’de yaklasik olarak 300 milyon TL olarak hesaplanmistir [9].

Ulkemizde yer yiiziinden yapilan ilk gok parlakligi 6lgiim calismasi Eskisehir sehir
merkezinde 2012 yilinda gergeklestirilmistir. Eskisehir sehir merkezi i¢in yanlis
aydinlatmadan dolay: 151k kirliliginin maliyeti yillik 155.000 Euro olarak saptanmistir
[10]. Bursa’nin Niliifer ilgesinde gergeklestirilen baska bir caligmada ise 2017 yili i¢in
151k kirliliginin maliyeti 1.74 milyon TL olarak hesaplanmistir [11]. 2019°da Malatya
sehir merkezi ve ¢evresinde yapilan bir ¢alismada yillik bosa harcanan enerji miktari
yillik 3.6 milyon TL dir [12].

GOk parlakligl verilerinin insansiz hava araci ile otonom olarak erisilmesi zor olan
yerlerde SQM cihaziyla verilerin hizlica toplanmasi ilk kez Asley Fuller tarafindan
yapilmistir [13].

LED ve LED’e bagli teknolojilerin kullani1ldig1 aydinlatmalar son yillarda diigiik maliyetli
olmast agisindan aydinlatmada kullanimi artmis ve yayginlasmistir. Ancak, LED
kullanim yontemleri lilkemizde ve diinyada LED kullanimi kaynakli 1s1ik kirliligini
arttirmistir. Bu durum hem ¢evreye zarar vermis hem de iilke ekonomisini olumsuz
etkilemistir [9].

2. Materyal ve Metot
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2.1. Materyal

Bu calismada geceleyin dis aydinlatma kaynakli olusan gokytizii parlakligint 6lmek igin
SQM (Sky Quality Meter) cihaz1 ve verileri yerden belirli ylikseklikten toplamak icin
insansiz hava arac1 (IHA) kullamlmistir. SQM, acik alanlarin 1siklandirma seviyesini
Olgmek i¢in kullanilan bir cihazdir. SQM cihazi, bir fotograf makinesinin lensine benzer
bir yapiya sahip ve aydinlatma seviyesini 6lgmek i¢in kullamlir. Olgiim yapilacak yere
cihaz tutularak, cihazin ekranindaki degerler okunur. Caligmada siirecinde SQM
cihazinin gelismis modeli olan SQM-LU- DL kullanilmistir. SQM cihazi goriis alaninda
olan 151k miktarim1 6l¢mektedir. Gokyiiziinde ag1 saniye kare basina diisen 151k siddeti
SQM cihaziyla 6l¢iilmektedir. SQM cihazi mikrodenetleyici araciligiyla sensore diisen
151k enerjisini SQM cihazinin metin ¢iktisina kadir/agisaniye? birimine ¢evirir. Kullanilan
SQM cihazinin fotografi Sekil 1’de ve insansiz hava aracina monte edilmis hali Sekil 2°de
verilmistir. Calismada kullanilan insansiz hava aracit hem gok parlakligi 6lgerini (SQM)
hem de gok parlakligi 6lgeri adaptoriinii tasiyabilecek niteliktedir. Cihazi tagiyan adaptor
ve SQM’nin toplam kiitlesi 280 gram’dir. Calisma alani olarak Samsun’un Atakum ilgesi
secilmigtir. Toplanan veriler Mart 2019 ile Mayis 2019 donemini icermektedir. Veri
toplanan her noktadan alinan veri setlerinin ortalamasi alinmig, QCIS haritalama yazilimi
ve enterpolasyon yontemlerinden olan Krigging metoduyla ¢aligma yapilan alanin es
parlaklik haritas1 olusturulmustur.

S T 1

.Unlhedron

i( -

Unhedron SOM-LU-DL

Sekil 1. Ornek sekil gosterimi ve isimlendirmesi

Sekil 2. THA ve adaptif SQM cihaz1
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2.2. Metot

Oncelikle gok parlakligi verilerinin toplanacag Samsun ili Atakum ilgesi harita iizerinde
Ix1 km’lik gridlere ayrilmistir. SQM-LU-DL cihazi 6l¢iim yapilmasi planlanan alandaki
veri noktalarinin GPS koordinatlart harita tlizerinde belirlenmistir. Bu veri noktalar1
secilirken niifus yogunlugu dikkate alinmis ve gok parlakligi kaynaklarinin yogunluguna
gore yerlesim yerleri tercih edilmistir. Gece yerlesim yerlerinde veri toplarken Grid
merkezleri yogun bina bélgesine denk gelmis ise 200 m’lik bolge i¢cinde park veya bos
alanlar veri toplamak icin tercih edilmistir. insansiz hava araci ile her bir veri noktasindan
yerden 50 m yiikseklikten 5 saniye aralik olacak sekilde 10 adet 6l¢iim verisi toplanmustir.
Her 6l¢lim noktasindan toplanan verilerin ortalama gok parlaklik degerleri alinarak gok
parlaklig1 haritasina kaydedilmistir. Ayrica, veri noktasinda yerden 50 m ytikseklikten 4K
¢oziiniirliikte fotograflar alinmistir. SQM cihazi topladig1 151k enerjisini kadir/agisaniye?
cinsinden Olger ve cihaz bu degeri yeryliziiniin normaliyle 20 derecelik koni i¢inde kalan
alandan toplar. SQM cihazinin topladigi veri degeri “m” ile gosterilir. “m” degeri
kullanilarak Es.1 ile kandela/ metre? (cd/m?) hesaplanabilir.

L=10,8 x 10% x 10-04m 1)

Bu degerden yola ¢ikilarak 151k akisi Es.2’deki aydinlanma denklemi ile hesaplanabilir.
Aydinlanma (1s1k akisi) — liimen/metre? (Im/m?).

E=L Q=108 x 10* x 10%*" x [[sin6 dOdo 2)

Es. 2, SQM cihazinin goriis konisiyle gelen 1s181n aydinlanma degerini igerir. Tiim uzayi
goren ag1 degeri 4x steradyandir. Ancak ufuk ¢izgisinin iist bolgesi diistiniildiigiinde uzay1
goren ag¢1 degeri gokylizii parlakliginin tiim ag¢1 ve yonlerde ayni oldugu durumda Es. 4
ile yardimiyla 2 olarak bulunur.

0 = [[ sinfdfdep = f:‘ f;‘ sinfBdBfdeg 3
: Fu

n= f;n dg fgsinﬁdﬂ = 2m 4)

Gok parlaklig haritasindaki es parlaklik egrilerinden yola ¢ikilarak her bir gok parlaklig:
degerine denk gelen alan degerleri bulunmustur. Minimum toplam 151k akisini
hesaplayabilmek icin tiim a¢1 ve yonlerde aynm gok parlakligt durumu icin Es.2’de
bulunan 151k akis1 degerlerinin ylizey alanlarinin Es.5 ile hesaplanmasi gerekir. Es.5’te
Aj; ’ninci bolgenin ylizey alani, Eoi ise Es.2’de gosterildigi gibi 1’inci alanin aydinlanmasi
olarak tanimlanmustir [9].

®oi = Eoi Ai ()
GOk parlaklig: haritasindan alanlar1 farkli n tane es-parlaklik yiizeyi elde bulunmustur.

Dioplam,min=Po= E?:.} Eoi Ai (6)

Toplanan gok parlakligi degerleriyle hesaplanan aydinlanma ve 6l¢iim yapilan yerlerin
alanlar ile yapilan konumlar i¢in toplam 1s1k akisinin en diisiik liimen cinsinden degeri
Es.6 ile elde edilir.
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SQM cihaz1 yerden uzaya giden 151k miktar1 degil yeryiiziindeki yapay aydinlatmalarin
atmosferin farkli katmanlarindan yansiyan ve sacgilan 151k miktarim1 6lger. Daha 6nce
yapilan caligmalarda gok parlakligi i¢in atmosfer gecirgenligi yiizde 73 olduguna gore
uzaya giden ve atmosferden geri sagilan 151k kaybi, dl¢iilen degerin 3.7 katidir [9]. Zenit
ile ufuk diizlemi arasindaki a¢1 degisimi hesaba katilirsa bir bdlgenin aydinlanmasini
hesaplamak i¢in Es.2’deki katsayi ile ¢arpilmalidir.

Bu “k” katsayis1 agiya bagl bir deger ve Eskisehir ilinde 2013 yilinda [10] ve Bursa’nin
Niliifer belediyesinde 2018°de [11] yapilan gok parlaklig 6l¢iim ¢alismalarinda 4 olarak
bulunmustur. Bu c¢alismada ayn1 “k” katsaymin bu degeri Es.7 kullanilarak
hesaplanmustir.

E=kEg (7)

3. Bulgular
3.1. Kaybolan enerji

Bu calismada Atakum ilgesinde 6nceden belirlenen 55 farkli bolge icin SQM cihaziyla
gok parlaklig1 verileri toplanmistir. SQM cihazi topladigi 1sik miktarinin kadir/agisaniye?
vermektedir. 55 bolgeyi kapsayan calisma alanindaki bolgelerden toplanan veriler Es.1
ile hesaplanan toplam gok parlaklig1 degeri 35.7318778 cd/m? bulunmustur.

Olgiim cihazmin gékyiiziinde tepe bolgesindeki 20 derecelik goriis acis1 géz Oniine
alindiginda Es.4’te bulunan deger ile toplam aydinlanma degeri 224.5 Im/m?’dir. Calisma
alanimnin toplam 1s1k akisi ise Es.6 ile 3538625 Im bulunur. Elde edilen degerler
hesaplandiginda Atakum ilge smirlari igerinde 81407793 m?’lik yer kaplayan 55 bolgeden
toplanan 5142 adet gok parlakligi verileri hesaplandigindan uzaya giden 151k akis1 52.37
milyon liimen olarak bulunmustur. Bulunan sonuglar Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Atakum lgesi Isik Gok Parlaklig1 Verileri

Aciya ve atmosfer

L (Cd/im?)  Alan(m?) Cd E (liimen/m?) Liimen gecirgenligine
bagh (Liimen)
Toplam 35.73188 81407794 563189.7 224.5 3538626 52.37 Megaliimen
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3.2. Gok parlakligr haritast olusturma

Tematik gok parlaklik haritas1 cografi bilgi sistemleri (CBS) kullanilarak olusturulan
haritalardir. Cografi Bilgi Sistemi (CBS) ile bir yerin fiziksel ve sosyal 6zelliklerinin
bilgisayar ortaminda saklandigi, islendigi ve haritalar tizerinde gorlintiilendigi
sistemlerdir. Cografi Bilgi Sistemi yazilim ekosisteminde bulunan QGIS 2.8 ve Surfer-8
yazilimlart ile Sekil 3’te goriilen interpolasyon haritasi olusturulmustur. Bu ¢alismada
toplanan 55 data seti (sayisal gok parlaklig verileri), veri toplanan noktalarin cografi
enlem ve boylam koordinatlari tabular format ile Surfer yazilimi igerisine aktarilmistir.
Ardindan gok parlakligi veri setleri ve Olglim noktalarmin koordinatlar1 kullanilip
Krigging interpolasyon yontemi ile tematik gok parlakligi dagilim haritasi
olusturulmustur. Krigging interpolasyon yontemiyle elde edilen grid haritast QGIS
icerisinde agilarak, veri setinin tanimlandigi Band-1 iizerinde; diisiik degerler (yiiksek
parlaklik) koyu tonlara ve yiiksek degerler (diisiikk parlaklik) agik tonlar olacak sekilde
renklendirilmistir. Veri seti dagiliminin net olarak gorsellestirilmesi i¢in 0,5 birim
araliklarla es parlaklik egrileri olusturulmustur.
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Sekil 3. Atakum Ilgesi Gk Parlakligi Haritasi
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Calismada Sekil 4 ve 5’te gibi gok parlakligi 6l¢iim noktalarinin yerden 50 m
yiikseklikten yeryiizii fotograflar1 yiiksek coziiniirliikte ¢ekilmistir. Bu gorseller tiim
dlciimlerin ortalamas1 18.88 kadir/agisaniye? alindiginda ¢alismanin genelini yansitan
gorseller olarak degerlendirilebilir.
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Sekil 5. Cobanli Iskelesi, Atakum (18,22 kadir/acisaniye?)

Atakum ilgesi gok parlaklig1 haritas1 goz oniinde alindiginda Sekil 3’teki gibi 4 bolgede
gok parlaklik degerlerinin yiiksek oldugu goziikmektedir. Haritadaki gok parlakligi en
biiyiik deger 14.5 kadir/acisaniye? ile Samsun-Sinop karayolu iizerinde bulunan ve
haritada sol iist kosede bulunan boélgedir. Buradaki 6l¢iim noktasindaki deger tek lokal
aydinlatmadan degil birgok aydinlatmanin katkisiyla ortaya ¢ikmistir. Sekil 4’teki 6l¢tim
noktasinda yine cevresel aydinlatmalar gok parlakligina neden olmustur. Hem deniz
kenarinda hem de Samsun-Sinop karayolu yakininda bulunan bolge Sekil 5°te ise ¢ok
sayida ticari isletmenin aydinlatmasit mevcuttur. Sekil 6’da ise bolgede bulunan yiiksek
katli ve LED aydinlatmalarla sarmalanan binalar gok parlakligina olumsuz yonde katki
saglamaktadir.
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Sekil 6. LED Aydinlatma ile Donatilmis Cok Kath Binalar, Atakum (16,05 kadir/acisaniye?)

Sekil 7. Atakum Dogu Cephesi (Atakum)

Sekil 7°de ilgenin dogusunda bulunan Samsun ili sehir merkezinin gok parlaklig
gosterilmistir.  Sehir merkezindeki sokak lambalari, yol aydinlatmalari, bina
aydinlatmalari, reklam tabelalar1 gibi aydinlatmalardan kaynaklanan gok parlakligi fonu
dogu ufkunda agikca goriilmektedir.

4. Sonuc¢ ve Yorum

Son yillarda diinya genelinde yanlis aydinlatmalardan kaynaklanan 11k kirliligi artmakta
ve diinyanin karanlikta olan bdlgesinin ylizde 2’si aydinlatmistir. Diinya’da LED
aydinlatma teknolojilerinin yayginlagsmasi yerelde kullanilan sokak aydinlatmalari, yol ve
koprii aydinlatmalari, reklam tabelalar1 ve dis yapr aydinlatmalarimin yanlis kullanimi
sonucu 151k kirliligi belirgin sekilde artmaktadir. Bu calisma Karadeniz bolgesinin en
kalabalik kenti olan Samsun ilinin gelismekte olan Atakum Ilgesi’nde niifusun yogun
oldugu bolge secilerek yapilmistir. Calisma i¢in segilen 55 adet bdlge toplamda 1000
m?’lik bir alan1 kapsamaktadir. 55 bolgenin her birinin ortalarina yakin konumlardan
doner kanatli insansiz hava araci ile yeryliziinden 50 m yiiksekten parlaklik verisi
toplanmistir. Toplanan gok parlaklig: verileri analiz edilerek 6l¢tim yapilan alanda yapay
aydinlatmalardan kaynaklanan gok parlakligi Sekil 3’te tematik es parlaklik haritasiyla
gosterilmistir.

Atakum igesinde niifusun yogun oldugu yerlesim yerlerinden segilen 55 bdlgeden
toplanan verilerle 1kmx1km’lik grid alanlarin toplami1 81.4 km?’lik alanda toplam 52.37
milyon liimen 151k akisinin uzaya sag¢ildig1 belirlenmistir.
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Bu calismada dis aydinlatmalar i¢in kullanilan lambalarin ortalama etkinlik degeri olarak
100 Im/W segilmis ve toplam kaybolan 151k akis1 52.37 MIm ile bu degerin 523.7 kW
giice karsilik gelmekte oldugu bulunmustur. Dis aydinlatmalarin giin icinde 12 saat
aydinlatma yaptig1 hesaba katildiginda kayip miktar1 188.532 kWh olarak bulunmustur.
Bulunan bu deger icin 2019 yili Mayis ayinda birim fiyat1 0.79 TL/kWh olan elektrik
titkketimi y1l boyunca; (188.532 kWh/ay) x (12 ay/yil) x (0. 79 TL/kWh) = 1.78 milyon
TL olarak bulunmustur. Tiiketimin bu boyutu bir ailenin bir aylik elektrik enerjisi
tiiketimi ortalama olarak 90 kWh alindigindan her ay 2094 ailenin elektrik enerjisini
karsilamaktadir.

Cogu igyeri geceleyin vitrin 1siklarini, reklam tabelalarini gece boyunca agik birakirlar.
Bu durum sadece enerji kaynaklarini bosa harcamak degil ayn1 zamanda yapay gok
parlaklig1 ve dogrudan 151k kirliligine neden olan bir durumdur.

Déner kanatli IHA kullanarak bir bolgede gok parlakligi calismalari igin arastirmacilara
Oneriler:

° Iki adet SQM &lciim cihaziyla farkli yiikseklik konumlarinda gok
parlaklig1 6l¢iim cihazi hem yukaridan sagilan hem de asagidan gelen parlaklik degerleri
olgtimii yapilabilir.

° Yerden ayni yiikseklikte yerin normali ile farkli diisey agilarda yerin
topografik etkileri kapsayacak ol¢limler yapilabilir.

° Veri toplanmasi planlanan bdlge icin insansiz hava araci ugus planini
yaparken bolgenin iklim kosullarini géz onilinde bulundurarak Sivil Havacilik Genel
Miidiirligiinden talep edilecek ugus izinlerinin ¢alismadan 6nce yapilmasi gerekir.

° Gece boyunca olabildigince kaliteli veri toplamak igin insansiz hava
aracinin dolu yedek bataryalarinin bulundurulmasi gerekir.

° Tematik es parlaklik haritast olusturulmasi amaclanan alanin ¢aligmaya
baslamadan 6nce hangi enterpolasyon yontemi kullanilacagi onceden belirlenmelidir.

Yanlis aydinlatma kaynakli yapay gok parlakligini azaltici veya azaltilmasina yonelik
yasal siiregler uygulamaya konmalidir. Kentlerin aydinlatilmasi konusunda mevzuatlar
hazirlanirken Uluslararas1 Karanlik Gokyiizii Birligi (IDA), Uluslararasi1 Aydinlatma
Komisyonu (CIE) gibi uluslararas: kurumlarin goriislerine bagvurulabilir. Yine kentlerin
aydinlatma planlamas: yapilirken {iniversitelerin ilgili boliimlerinden goriis alinabilir.
Aydinlatma armatiirlerinin enerji ve 1sik verimligi konusunda Elektrik-Elektronik
Miihendisliklerine, estetik ve tasarim acisindan Mimarlik boliimlerine, cevreye
etkinlerinin ve uyumu konusunda c¢evre miihendisligi gibi arastirma boliimlerine
damgilabilir. ideal olmayan ve gevre igin uygun olmayan LED teknolojisine dayali bina
aydinlatmalarina, reklam tabelalar1 gibi 151k kaynaklarina wuygun alternatifler
gelistirilmelidir. Ozellikle geceleyin mavi 151k kullanan aydinlatmalarin canli sagligmi
olumsuz yonde etkiledigi unutulmamalidir.

Yerel yonetimler dis mekan aydinlatmasi konusunda Uluslararasi Karanlik Gokytizi
Birligi tarafindan onerilen asagidaki 5 ilkeyi yonetmelik ile hayata ge¢irmelidir.

° Tiim aydinlatmalarin belirgin bir amaci olmalidir.

) Aydinlatma sadece ihtiya¢ duyulan yere 1s1iklandirmalidir.
° Aydinlatma ihtiyactan daha parlak olmamalidir.

° Aydinlatma sadece fayda sagladig siirece kullanilmalidir.
° Olabildigince sicak renkli 1siklar kullanilmalidir.
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Isik kirliliginin olusturdugu olumsuz etkiler konusunda toplumda bilgi eksikligi ya da
dogru bilinen yanlis kavramlar bulunmaktadir. Bu bilgilere ders kitaplarinda ve ders
miifredatlarinda daha fazla yer tutmalidir

Bireyler olarak;

e Dogru aydinlatma i¢in mekana ve mekanin kullanim amacina uygun bir
1siklandirma kullaniniz.

e Kimseye faydasi olmayan 1siklar1 sondiiriiniiz.

e Hareket etkinligine bagli olarak hareket sensorii igeren aydinlatma sistemlerini
kullaniniz.

e Dogru aydinlatma i¢in mekana ve mekdnin kullanim amacia uygun bir
1siklandirma kullaniniz.

e Asir1 aydinlatmanin yerine yeterli aydinlatmayi kullaniniz.

e Ideal ve kaliteli bir uyku siireci i¢in karanlik bir ortamu tercih ediniz. Ozellikle
karanlik ortamda gece saat 02:00 ile 04:00 arasindaki uyku sirasinda melatonin
hormonunun en fazla salgilandigini belirmektedirler. Geceleyin kesinlikle uyku odanizda
151k olmamalidir.

e Ozellikle gece mavi 1siktan uzak durunuz. Gerekirse mavi 15181 gecirmeyen
gozlik kullaniniz. Geceleyin odanizda sicak sar1 aydinlatma kullanimiz. Televizyon,
bilgisayar, tablet ve akilli telefonlarin mavi 1s1ktan korumali modda kullaniniz.

Arastirmacilarin Katki Oram Beyani

Ozgiir Tiirk: Arastirma, Yazilim, Veri toplama, Dogrulama
Metin Yavuz: Inceleme, Denetim /Tavsiye, Diizenleme

Destek ve Tesekkiir Beyani
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tarafindan desteklenmistir. Insansiz hava araciyla verilerin toplanmasi hususunda yapmis
olduklar1 destekten dolayr Sivil Havacilik Genel Miidiirligi’ne tesekkiir ederiz. Caligma
konusunun olusmasinda ve calisma boyunca desteklerinden dolayr Dog. Dr. Biilent Aslan’a
tesekkiir ederiz. Verilerin haritalarin gorsellestirilmesi konusunda desteklerinden dolayr Aydemir
Can Tekin ve Erol Giircan’a tesekkiir ederiz.
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Oz: Bu calismada, test materyali olarak Allium cepa L. kullamlarak cesitli fizyolojik,
sitogenetik, anatomik ve biyokimyasal parametreler tizerine digsal 4-metil umbelliferonun (4-
MU) doza baglh etkileri arastirildi. Incelenen fizyolojik parametreler: ¢imlenme yiizdesi, kok
uzunlugu, kokeiik sayis1 ve taze agirlik; sitogenetik parametreler: mikroniikleus (MN) sikligi,
kromozom anormalligi (KA) ve mitotik indeks (MI); biyokimyasal parametreler: serbest prolin
icerigi, malondialdehit (MDA) diizeyi, katalaz (KAT) ve siliperoksit dismutaz (SOD)
aktiviteleridir. Sogan kok ucu hiicrelerinde meydana gelen yapisal degisimler anatomik kesitler
alinarak incelendi. Bu amaglar igin, soganlar bir kontrol ve {i¢ uygulama olmak tizere dort gruba
ayrildi. 7 glin siiresince kontrol grubundaki soganlar distile su ile muamele edilirken; uygulama
gruplarindaki soganlar 4-MU’nun 125 uM, 250 uM ve 500 uM dozlar ile muamele edildi. 4-
MU uygulamasi kontrol grubuyla kiyaslandiginda fizyolojik parametrelerde bir azalmaya neden
oldu. Bu uygulama, KA ve MN sikliginda bir artis ile Mi'de bir azalma meydana getirdi. Ayrica,
4-MU muamelesi kontrol grubuyla karsilagtirildiginda KAT ve SOD aktiviteleri ile MDA ve
serbest prolin igeriklerinde de doza bagli olarak bir artisa neden oldu. Ayrica, tim 4-MU
uygulamalar1 sonrasinda, epidermis hiicrelerinde MN olusumu, epidermis ile korteks hiicre
deformasyonlari, kortekste bazi kimyasal bilesiklerin birikmesi, belirgin olmayan iletim dokusu
ve nekroz gibi kok anatomik degisimleri tespit edildi ve bu anatomik degisimlerin 500 uM 4-
MU'da maksimum seviyelere ulastigi bulundu. Sonug olarak, 4-MU incelenen tiim parametreler
tizerinde olumsuz bir etki gosterdi ve bu etkilerin izlenmesi igin Allium test materyalinin yararlt
bir biyoindikator olabilecegi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Allium cepa L., Antioksidan enzimler, Cimlenme, Lipid peroksidasyonu, 4-
metil umbelliferon, Sitogenetik

Using The Allium Test of 4-Methyl Umbelliferone: Physiological, Cytogenetic,
Biochemical and Anatomical Evaluation

Abstract: In this study, the dose dependent effects of exogenous 4-methyl umbelliferone (4-
MU) on various physiological, cytogenetic, anatomical and biochemical parameters using
Allium cepa L. as test material were researched. The physiological parameters examinated were
germination percentage, root length, rootlet number and fresh weight; the cytogenetic
parameters were micronucleus (MN) frequency, chromosome aberration (CA) and mitotic index
(MI); the biochemical parameters were free proline content, malondialdehyde (MDA) level,
catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) activities. And the structural changes in root
tip cells were investigated with anatomical sections. Structural changes in onion root tip cells
were examined by taking anatomical sections. For these purposes, bulbs were divided into four
groups as one control and three applications. The bulbs in the control group were treated with
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distilled water; the bulbs in the application groups were treated with 125 uM, 250 uM and 500
uM doses of 4-MU for 7 days. 4-MU application caused a decrease in the physiological
parameters compared to the control group. This treatment created an increase in the frequency
of MN and CA, and a reduce in the MI. In addition, 4-MU application induced an increase as
dose-dependent in CAT and SOD activities and MDA and free proline contents compared to the
control group. Moreover, after all 4-MU application, anatomical changes such as MN formation
in epidermis cells, epidermis and cortex cell deformations, accumulation of some chemical
compounds in cortex, unclear transmission tissue and necrose were identified and these root
anatomical changes were found to reach maximum levels at 500 uM 4-MU. As a result, 4-MU
had a negative effect on all the investigated parameters and it was determined that the Allium
test material could be a useful bioindicator for monitoring these effects.

Key words: Allium cepa L., Antioxidant enzymes, Germination, Lipid peroxidation, 4-methyl
umbelliferone, Cytogenetic

1. Giris

Fransizca bir terim olan ‘Coumarou’ olarak da bilinen kumarin ilk olarak 1820 yilinda
Dipteryx odorata Wild (tonka fasulyesi) agacinin tohumlarindan dogal bir iiriin olarak
elde edilmistir [1]. Bu tarihten itibaren zaman igerisinde ¢esitli bakteri, mantar ve bitki
tirlerinden de ¢ok sayida kumarin izole edilmis, kimyasal yapilari aydinlatilmis,
sentetik olarak degistirilmis ve ¢esitli biyolojik aktiviteleri i¢in yaygin bir sekilde
kullanilmiglardir [2-4]. Kumarinlerin temel yapisi (2H-1-benzopiran-2-on veya 1,2-
benzopiran), bir piron halkasi ile kaynasmis benzenden olusur ve benzopiron bilesikler
ailesine aittir [5]. Kumarin halkasi, bircok hedef bdlgeye baglanmayi kolaylastiran
yapisal ve fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir. Kumarinlerin bu ¢ok yonlii yapisi, cesitli
ikame gruplar1 ve konjugatlartyla kombinasyonlar saglayarak biyolojik aktivitelerini
etkiler. Kumarinlerin bu konjuge sistemi, elektronlar agisindan zengin olmasini saglar
ve iyi yiik tasima ozelliklerini olusturur [6]. Cok farkli ve ¢cok yonli yapisi, kumarin ve
tiirevlerinin tibbi kimya, organik kimya, malzeme ve ¢oklu molekiiler kimya alanlarinda
sayisiz uygulamalarda kullanimina olanak vermektedir. Ayrica parfiim, kozmetik, gida
katki maddeleri, optik parlaticilar [7] ve boya lazerleri [8] gibi alanlarda da genis
uygulamalar1 vardir [9]. Kumarinlerin yiiksek ¢oziniirliikleri, stabiliteleri, yliksek
biyoyararliliklari, terapotik ve farmakolojik aktiviteleri, diisiik toksisiteleri, en az
derecede yan etkileri gibi avantajli 6zellikleri sayesinde ila¢ kesfi ve gelistirmenin
cesitli asamalarinda incelenmelerine katki saglamaktadir [6, 10, 11]. Kumarinlerin en
yiiksek konsantrasyonu meyvelerde, ¢igeklerde ve tohumlarda bulunur, bunu yapraklar,
kokler ve govdeler takip eder [12, 13]. Ayrica lavanta yag1 ve tar¢in kabugu yag: gibi
ucucu yaglarda da kumarinlerin varligi tespit edilmistir [14-16].

4-metil umbelliferon (4-MU), kumarinler sinifina ait bir bilesik olup dikkat ¢ekici anti-
paraziter, anti-kanser ve anti-oksidan aktivitelere sahiptir. [13, 17, 18]. Kimyasal ismi 7-
hidroksi-4-metilkumarin veya hymekromon olan bu bilesik, anason, kimyon, maydanoz
ve dereotunu iceren umbellifeous bitkilerinden (Apiaceae) elde edilir [19]. 4-MU,
benzopiron heterosikl iskeletine sahiptir ve en ¢ok arastirilan kumarin ailesinin sentetik
tiyelerinden biridir. Binlerce sentetik kumarin arasinda ¢ok dikkat ¢cekmesinin nedeni
bilesigin c¢esitli kanser tiirlerinin fototerapi ve kemoterapisindeki potansiyelinden
kaynaklanmaktadir [20]. 4-MU ve tiirevleri ayrica anti-fungal [21], herbisit [22],
insektisit [23], akarisit [24], mollusit ve anti-helmintik [25] gibi potensiyel pestisidal
kullanimlar1 vardir [22]. Ayrica anti-psikotik [26], anti-depresan [27], anafilaksi [28]
hipoglisemik [29], anti-inflamatuar [30] ve anti-bakteriyel [31] gibi ¢esitli biyolojik
ozelliklerinin yaninda anti-anjiyogenik [19] bilesik gibi de davranirlar.
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Cogunlukla sogan olarak bilinen Allium cepa L. tiirli, son taksonomik diizenlemelere
gore Allioideae alt familyasi ile Amaryllidaceae familyasina aittir. Allium cinsi, yaklasik
850 tiir iceren en biiylik monokotil cinslerinden birisidir [32]. A. cepa L., ek ve lifli
koklere sahip, 3-8 adet dikey iki sira halinde diizenlenmis, mat yesil yaprakli olan iki
yillik bir bitkidir. Soganlari, konsantrik ve genisletilmis etli yaprak tabanlarindan
yapilmistir. D1s yaprak tabani kurur, incelir ve cesitli renklere biirlinerek koruyucu
tabakay1 olusturur, i¢ yaprak tabanlari ise sogan gelistikce kalinlagir. Olgun sogan,
kiiresel, oval veya uzun olabilir ve boyutu kiiltivarina baglh olarak degiskenlik gosterir
[33]. A. cepa L., diinya ¢capinda hem sebze hem de lezzet verici olarak kullanilan en eski
kiiltir bitkilerinden biridir [34].

Allium testi mutajenite ve toksisite olmak tizere iki hedefi birlestirir [35]. Toksisite, kok
biliylime inhibisyonu gozlemlenerek o6lgiiliir, mutajenite ise kromozom bozukluk orani
ile iliskilendirilir. Allium testinin duyarliligi, 6rnegin algler veya insan lenfositlerini
kullanan test sistemleriyle ayn1 diizeydedir. Cesitli organizmalar {izerinde yapilan bircok
test, Allium testinin sonuglar ile karsilastirildiginda benzer sonuglar vermistir ve bu da
Allium testini bir izlem testi olarak giivenilir bir test haline getirmektedir [36, 37].
Ayrica bu test hizli, ucuz ve hassas bir yontemdir. Birlesmis Milletler Cevre Programi
(UNEP), Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve ABD Cevre Koruma Ajanst (USEPA)
altindaki  uluslararas1 isbirlik¢i calismalarda ¢evresel Kkirleticilerin  genetik
izlemlenebilmesi igin etkili bir test olarak onaylanmistir [38].

Digsal 4-MU uygulamasiin ¢imlenme ve fide biiylimesi iizerindeki etkileri ile ilgili
siirl sayida ¢aligma bulunmasina ragmen, fidelerin kok ucu hiicrelerindeki antioksidan
enzim aktivitesi, lipid peroksidasyonu, serbest prolin igerigi, MI, KA ve MN siklig1 ve
anatomik degisimler {izerindeki rolii hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Ayrica,
bahsedilen parametreler tizerine 4-MU'nun etkileri soganda ilk kez rapor edilmistir. Bu
nedenle bu ¢alismanin amaci, A. cepa L. nin ¢esitli fizyolojik, sitogenetik, anatomik ve
biyokimyasal parametreleri iizerine 125 uM ila 500 uM arasinda degisen
konsantrasyonlardaki 4-MU'nun etkilerini belirlemektir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitki materyali ve kimyasal madde konsantrasyonu

Bu calismada Erdogan Ekinci Limited Sirketinden saglanan A. cepa L. arastirma
materyali olarak kullanildi. Deneylerde kullanilan 4-MU konsantrasyonlart 125 pM,
250 uM ve 500 puM’dir. 4-MU konsantrasyonlari, tespit edilen EC50 dozuna gore
belirlendi. EC50 dozunun 250 uM oldugu tespit edildi. EC50 dozunun iki kat1 olan 500
uM’lik bir doz ile en diisiik doz olan 125 puM’lik doz tercih edildi. 4-MU, Sigma-
Aldrich firmasindan satin alindi.

2.2. Fizyolojik degisimler ve uygulama prosediirii

Cimlenme deneyleri, bir inkiibatorde, karanlikta ve sabit bir sicaklikta (20°C)
gerceklestirildi. Saghikli ve yaklasik olarak esit biiyiikliikkteki soganlar secildi. Bu
soganlar, 10 dakika siireyle % 2.5 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile sterilize edildi ve 24
saat siireyle ultra-damitilmis suyla yikandi. Bu soganlar dort gruba ayrildi ve her bir
uygulama grubuna ait yirmi adet sogan, plastik kaplarin i¢ine yerlestirildi (Tablo 1).
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Tablo 1. Test gruplari ve ¢ozeltiler

Gruplar Cozeltiler
Grup I/Kontrol Distile su
Grup Il 125 uM 4-MU
Grup 11 250 uM 4-MU
Grup IV 500 uM 4-MU

Plastik kaplar, 7 giin boyunca soganlarin ¢imlendirilmesi amaciyla bir inkiibatore
konuldu. 10 mm kok uzunluguna ulasan soganlar ¢imlenmis kabul edildi. 7. giiniin
sonunda, ¢imlenme yiizdeleri ile kokgiik sayilart belirlendikten sonra fidelerin kok
uzunluklart mm cinsinden o6lglildii ayrica taze agirliklar1 g/fide cinsinden kaydedildi
[39]. Tiim deneyler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirildi.

2.3. Sitogenetik degisimlerin belirlenmesi

Birkag giin sonra ¢imlenmis A. cepa L. kok uglari, sitogenetik analizler i¢in 1-1.5 cm
uzunlugunda kesilerek alindi. Kesilen kok uglari, hiicre boliinmesi sirasinda boliinmeyi
kontrol edebilecek ilk islem ¢ozeltisi olan doymus para-diklorobenzen ile 4 saat 6n
islemden gegirildi, gece boyunca oda sicakliginda etanol-asetik asit (3:1) soliisyonunda
sabitlendi ve kullanilincaya kadar % 70 etanol i¢inde 4°C'de saklandi. Kok uglari 1 N
HCI igerisinde 60°C'de 15 dakika hidroliz edildi, 1-1.5 saat Feulgen ile boyandi, bir
damla % 45’lik asetik asitle parcalanarak ezildi [40]. 24 saatin sonunda, mikroskobik
preparatlar balzam i¢ine monte edilerek kalic1 hale getirildi. Mitotik fazlar ve mitotik
anormallikler, Olympus CX41 mikroskobu iizerine monte edilmis dijital kamera
(Olympus C-5060) ile fotograflandirildi (500x). Mitotik indeks, yani sayilan boliinen
hiicre yiizdesi, her bir uygulama grubu basina en az 30.000 hiicre (slayt basina yaklasik
10.000 hiicre) analiz edilerek degerlendirildi. Kromozomal anormallikler ise sayilan
2000 boliinen hiicre ylizdesi olarak her bir uygulama grubu igin hesaplandi.
Mikroniikleus (MN) siklik testi, Fenech [41]’in kriterleri baz alinarak gergeklestirildi.
Buna gore:

i- Mikroniikleus hiicre ¢ekirdeginin 1/3'i veya daha kii¢iik olmalidur.
Ii- Mikroniikleus yuvarlak veya oval olmalidir.
iii- Mikroniikleus membrani, hiicre ¢ekirdeginden agik¢a ayirt edilebilir olmalidir.

2.4. SOD ve KAT tayini

SOD ve KAT analizleri i¢in, 0.2 g taze kok materyali toplanmis ve 5 ml sogutulmus
sodyum fosfat tamponu (50 mM, pH 7.8) ile homojenlestirildi. Bu homojenatlar 10000
rpm'de 20 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kismi1 enzim analizleri i¢in kullanildi.
SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich [42] tarafindan Onerilen metoda gore
hesaplandi. 1.5 ml 0.05 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.8), 0.3 ml 130 mM metiyonin,
0.3 ml 750 uM nitroblue tetrazolyum klorid, 0.3 ml 0.1 mM EDTA-Naz, 0.3 ml 20 uM
riboflavin, 0.01 ml stipernatant, 0.01 ml % 4 polivinilpirolidon ve 0.28 ml deiyonize su
igeren bir reaksiyon karigimi hazirlandi. Bu reaksiyon, iki adet 15 W floresan lamba
altinda 10 dakika siireyle tiiplerin tutulmasiyla baslatilmis ve daha sonra tiipler
karanlikta 10 dk siireyle tutularak islem sonlandirilmig ve absorbans 560 nm'de
Olgtilmiistiir [43]. Spesifik SOD aktivitesi (U/mg FW), mg taze agirlik basina birim
olarak ifade edildi.
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KAT aktivitesi, Beers ve Sizer [44] tarafindan Onerilen protokole gore Olgiilmiistiir.
KAT aktivitesi, kullannmdan hemen oOnce hazirlanan 0.3 ml 0.1 M H202, 1.0 ml
deiyonize su ve 1.5 ml 200 mM sodyum fosfat tamponu igeren 2.8 ml'lik bir reaksiyon
karisiminda 25°C'de bir UV-Vis spektrofotometre ile dl¢iilmiistiir. Bu reaksiyon 0.2 ml
stipernatant ilave edilerek baslatildi. KAT aktivitesi, H2O- tiikketiminin bir sonucu olarak
absorbanstaki (240 nm) diislisiin Olgiilmesiyle belirlendi. Aktivite, taze agirlik grami
basina dakikada birim olarak ifade edildi; bir KAT aktivite birimi (OD2sonm/dk. g FW),
240 nm'lik absorbanstaki 0.1’lik bir degisiklik olarak belirlendi.

2.5. Lipid peroksidasyon tayini

Lipid peroksidasyonu, Unyayar vd. [45] tarafindan &nerilen protokole gore belirlendi.
Kok uglart (0.5 g), bir homojenlestirici (Ultraturrax, T25-B) yardimiyla % 5
trikloroasetik asit (TCA) i¢inde homojenlestirildi. Daha sonra bu homojenatlar 24°C'de
12000 rpm'de 15 dk santrifiij edildi. % 20'lik bir TCA soliisyonunda, % 0.5
tiyobarbitiirik asit ve slipernatant, esit hacimli yeni bir tiipe aktarilmis ve 96°C'de 25 dk
kaynatildi. Siire sonunda, tiipler buz banyosuna alinmis ve 5 dakika siireyle 10000
rpm'de santrifiij edildi. Absorbans 532 nm'de &lgiildii ve MDA igerigi 155 M cm™
tikenme katsayis1 kullanilarak hesaplandi ve MDA diizeyleri standart sapma (SS) ile
ortalama olarak ifade edildi.

2.6. Prolin tayini

Serbest prolin igerigi Bates vd. [46]’nin metoduna goére belirlendi. Dondurulmus koék
dokusu (0.5 g), 4°C'de 10 ml % 3 siilfosalisilik asit ile homojenlestirildi. Bu ekstrakt,
Whatman No. 2 filtre kagidi ile siizilmiistiir. Bir test tiipiiniin i¢inde, 2 ml siiziintii, 2 ml
asit-ninhidrin ve 2 ml glasiyal asetik asit karistirildi ve 100°C'de 1 saat siireyle inkiibe
edildi. Bu reaksiyon buz iizerinde sonlandirildi ve reaksiyon karisimi daha sonra 4 ml
toluen ile 6ztimlendirildi. Kromofor igeren toluen, hidrath fazdan ayrildi. 520 nm'de
absorbans, kor olarak toluen ile spektrofotometrik olarak belirlendi. Prolin
konsantrasyonu, standart bir egriye gére hesaplandi ve pmol prolin g/FW olarak ifade
edildi.

2.7. Anatomik degisimlerin belirlenmesi

Sogan koklerinin ylizeyindeki kalintilarin uzaklastirilmas1 amaciyla kok uglar distile su
ile yikandi. Daha sonra kok ucglarindan keskin bir jilet yardimiyla enine kesitler alindi

ve % 2’lik metilen mavisi ile boyandiktan sonra her bir grubun boyanan ornekleri
arastirma mikroskobu ile 500x biiylitmede incelendi [47, 48].

2.8. Istatistiksel analizler

Istatistiksel verilerin analizi i¢in SPSS istatistik V 23.0 (IBM Corp., ABD, 2015) paket
programi kullanildi. Tiim sonuglar, ortalama degerler + standart sapmalar olarak
sunuldu. Ortalama degerler arasindaki farkliliklarin istatistiksel 6nemi, Duncan Multiple
Range Test analizi ile degerlendirildi ve P <0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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3. Sonuglar ve tartisma
3.1. 4-MU'nun fizyolojik parametreler iizerindeki etkisi

A. cepa L.’nin fizyolojik parametreleri iizerine digsal 4-MU'nun etkileri Sekil 1'de
gosterildi. Inkiibasyonun 7. giiniinde kontrol grubunun (Grup I) ¢imlenme yiizdesi %
100+0.0 iken bu deger 125 uM, 250 uM ve 500 uM 4-MU diizeylerinde sirasiyla %
78+£2.8, % 44424 ve % 23+1.2 olmustur. Diger bir ifadeyle, 4-MU’nun artan
konsantrasyonlar1 ¢imlenme yiizdesini kontrolle kiyaslandiginda (Grup I) 125 uM’ da
% 22,250 uM’ da % 56 ve 500 uM konsantrasyonda % 77 azaltmigtir. Benzer sekilde,
sogan fidelerinin kok uzunluklari, kokglk sayilart ve taze agirliklar1 artan 4-MU
diizeyleri ile 6nemli Ol¢lide azalmigtir. Maksimum kdk uzunlugu kontrol grubunda
(Grup I) ortalama 63.24+2.1 mm ve minimum kok uzunlugu 500 uM 4-MU ile muamele
edilen Grup IV'te ortalama 16.7+0.6 mm olarak Ol¢lilmiistiir. Kok uzunlugu, kontrol
grubuna (Grup I) gore 4-MU ile muamele edilen Grup IlI'de 8.9 mm, Grup lll'te 31.4
mm ve Grup IV'de 46.5 mm azalmistir. Distile su ortaminda ¢imlendirilen Grup I
(kontrol) soganlarinin kokgiik sayist 47.6+1.4 iken bu deger 125 uM 4-MU
konsantrasyonunda 33.5+1.1, 250 uM 4-MU’da 26.9+0.7 ve 500 uM 4-MU’da
14.8+0.3 olmustur. 500 uM 4-MU koketik sayisini kontrol grubuna gore yaklasik 3.2
kat azaltmistir (Sekil 2). Gruplarin ortalama taze agirliklart Grup I'de 19.3+1.0 g, Grup
II'de 14.6+£0.8 g, Grup IllI'de 10.7+0.5 g ve Grup IV'te 7.1+0.2 g olarak belirlendi.
Maksimum taze agirlik, kontrol grubunda (Grup I) ve en diisiik taze agirlik ise 4-MU’un
500 uM'lik bir dozu ile muamele edilen Grup IV'te belirlendi. Bu diisiisler istatistiksel
olarak Onemlidir (p<0.05). Dissal 4-MU'nun tohum ¢imlenmesi ve fide biiylimesi
tizerindeki etkileri hakkinda az sayida calisma bulunmasina karsin, s6z konusu
kimyasalin sogan ¢imlenmesi ve biiyiimesi iizerindeki etkileri konusunda yapilmis bir
calisma bulunmamaktadir. Abenavoli vd. [49] ve Li vd. [50], 100 uM ve 125 uM 4-MU
uygulanmasinin Arabidopsis thaliana tohumlarinda birincil kok biiylimesini azaltarak
tohum c¢imlenmesini engelledigini ve ayrica kalin ve yuvarlak kok killarinin olusumuna
ve diizensiz ayrilmis kok gelisimine yol agtigini bildirmislerdir. Benzer sekilde
Bernhard [51], 10* M dissal 4-MU'ya maruz birakilan Raphanus sativus L.
tohumlarinda kayda deger bir ¢imlenme inhibisyonunun meydana geldigini tespit
etmistir ve s6z konusu arastirmacilarin bulgulariyla bu ¢alismanin sonuglar tutarlilik
gostermektedir. Harashima ve Schnittger [52], bitkilerin kok biiyiimesinin dogrudan
uzama seviyesine ve farklilasma asamasindaki hiicre sayisima bagh oldugunu
bildirmistir. Gii¢li bir kok biiyiimesi i¢in saglikli bir mitotik bolinme sarttir [53]. 4-
MU'un kok sayist ve kok uzamasi iizerindeki inhibe edici etkisi, hiicre boliinmesinin
azalmasindan kaynaklanabilir. Ciinkii bu ¢alismada 4-MU kok ucu meristem
hiicrelerinin mitotik aktivitesini azaltmistir (Sekil 3). Ayrica 4-MU ortaminda
soganlarin taze agirligi ve su igeriginin azaldigini gésteren sonuglar koklerin yeterli su
almamas1 ile agiklanabilir (Sekil 1). Diger yandan, s6z konusu uygulama hiicrelerde
lipid peroksidasyonunu artirarak (Sekil 6) membran hasarina neden oldugu i¢in sogan
¢imlenmesine miidahale etmis olabilir.
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Sekil 1. A. cepa L.'nin baz1 fizyolojik parametreleri iizerine 4-MU’ nun etkisi. Grup I (kontrol) distile su;
Grup II 125 pM 4-MU; Grup III 250 pM 4-MU; Grup 1V 500 pM 4-MU ile muamele edilmistir. Hata
cubuklar standart sapmay1 gostermektedir (+ SS)
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Grup I Grup Il  Grup III Grup IV

!

1cm

Sekil 2. A. cepa L. soganlarinin yedinci giin sonundaki ¢imlenme durumlari. Grup I (kontrol) distile su;
Grup 11 0.125 uM 4-MU; Grup 111 250 pM 4-MU; Grup 1V 500 uM 4-MU ile muamele edilmistir. Olgek
=1lcm

3.2. 4-MU'nun sitogenetik parametreler iizerindeki etkisi

Baz1 kimyasal ajanlar stressiz kosullarda bile mitotik diizensizliklere, hiicre
bozulmalarina ve kromozomal anormalliklerine neden olabilirler [54, 55]. Gozden
gecirilen literatiir incelemeleri sonucunda fidelerin kok ucu hiicrelerinde mitotik indeks
(MI), mikroniikleus (MN) sikligi ve kromozomal anormallikleri (KA'lar) gibi
sitogenetik parametreler lizerine digsal 4-MU'nun etkileri hakkinda herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle, mevcut ¢alismanin sitogenetik sonuglar ilk kez
rapor edildiginden son derece Onemlidir. Konsantrasyon artisina paralel olarak, 4-
MU'nun MI, MN frekans: ve KA'ler iizerindeki toksik etkisi artmustir (Sekil 3). Bir test
bilesiginin sitotoksisite dilizeyi, c¢evresel biyoizlem c¢alismalarinda sitotoksisite
parametresi olarak kullanilabilen Mi'deki artis veya azalmaya bagli olarak belirlenebilir
[56]. Veriler incelendiginde MI kontrol grubunda (Grup I) % 10.4+0.9, Grup 1I' de %
7.7+0.7, Grup HI' de % 5.5+0.3 ve Grup IV'de ise % 3.140.1 olarak belirlendi. 4-MU"ya
maruziyetin bir sonucu olarak, bahsedilen gruplarda Mi, kontrole (Grup I) gére sirastyla
yaklasik % 2.7, % 4.9 ve % 7.3 oraninda azalmistir. Bu bulgulara bagl olarak, artan 4-
MU dozu ile MI'in azaldig1 gézlemlendi. Yani MI ve 4-MU uygulama dozlar1 ters orant
sergilemiglerdir. 4-MU'nun, uygulama dozuna bagli olarak A. cepa L. kdk ucu
hiicrelerinde MN olusumunu tesvik ettigi bulunmustur. Mikroskobik incelemeler
sonucunda, kontrol grubu olan Grup I'de MN olusumunun ¢ok az (% 0.3+0.4) oldugu
gozlendi. Ancak artan 4-MU dozlart ile uygulama gruplarindaki MN olusum orani
artmistir. MN sikligi Grup II' de % 12.1£0.6, Grup 111" de % 22.8+1.4 ve Grup 1V' de %
37.4+1.9 olarak belirlendi. Grup IV'te, MN sayis1 Grup I'e (kontrol) gore 37.1 kat
arttmistir.  Mevcut veriler, 4-MU uygulamasinin soganlarin kok ucu meristem
hiicrelerindeki KA sayisini  arttirdigini - gosterdi.  Ornegin, distile su ortaminda
cimlendirilen Grup I (kontrol) soganlarinin kok ucu meristemlerindeki KA'lerin sikligi
% 0.740.5 iken bu deger 125 uM 4-MU konsantrasyonunda % 14.9+0.9, 250 uM' da %
35.2£14 ve 500 pM’ da % 52.7£1.6 olmustur. 500 uM 4-MU uygulamas1 ile
anormalliklerin siklig1, kontrol grubuna (Grup I) gore 52 kat arttmistir. Her bir grup
diger gruplardan istatistiksel olarak farkli sonuglara sahip olmustur (p<0.05). MN ve
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KA'lerin sikligindaki dikkate deger artiglar, 4-MU'nun A. cepa L. icin genotoksik bir
ajan oldugunu agikca gostermistir.
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Sekil 3. A. cepa L.'nin baz1 sitogenetik parametreleri tizerine 4-MU nun etkisi. Grup I (kontrol) distile su;
Grup II 125 pM 4-MU; Grup III 250 pM 4-MU; Grup 1V 500 pM 4-MU ile muamele edilmistir. Hata
cubuklar1 standart sapmay1 gostermektedir (+ SS)

Sekil 4’te, kok ucu meristem hiicrelerinin  mikroskobik incelemesi sirasinda
gozlemlenen normal mitotik evreleri ve Sekil 5’te anormal mitotik evreleri
gostermektedir. En belirgin anormallikler: niikleer tomurcuklu gekirdek (Sekil 5a),
mikroniikleus (Sekil 5b), kromozom yapisikligi (Sekil 5¢), diizensiz profaz (Sekil 5d),
vakuolasyon ¢ekirdekleri (Sekil 5e), diizensiz anafaz (Sekil 5f), anafazda kutup
diizlesmeleri (Sekil 5g), anafazda kalgin kromozomlar (Sekil 5h, 1, j), anafazda ¢oklu
koprii olusumu (Sekil 51), telofazda kalgin kromozom (Sekil 5k, ), anafaz/telofazda
kutup kaymalar1 (Sekil 5j, 1) olarak belirlendi. Bir niikleer deformasyon olan
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vakuolasyon ¢ekirdekleri, mitoz boliinmesinin S faz1 sirasinda DNA sentezi {izerindeki
bir niikleer 214 zehirinin baskilayic1 etkisinin bir gostergesidir [57]. Niikleer
tomurcuklu  ¢ekirdekler, c¢ekirdege katilmalar1 disinda  morfolojik  olarak
mikroniikleuslara benzerlik gostermektedir [58]. MN olusumu ve niikleer tomurcuk
olusumu, genetik materyallerin kayb1 ile sonug¢lanabilir [59]. Gézlemlenen MN, telofaz
evresi sirasinda her iki kardes c¢ekirdegin dahil edilememesinden ve telofazda geride
kalan kromozomlardan ve kromozom kirilmalardan kaynaklanir [60, 61]. Diizensiz
profaz, ig ipliklerinin baglanamamasindan veya esit olarak ayrilamamasindan dolay1
meydana gelir ve kromozom kaybina neden olabilir [62]. Diizensiz anafaz,
kromozomlarin hiicreye diizensiz bir sekilde yayilmasina izin veren eksen diizenegi
bozuklugundan kaynaklanabilir [63]. Anafazda koprii olusumu, biiyiikk bir olasilikla
kromozom yapisikligindan ve bozulmus kromozom ayrisimindan meydana gelmektedir.
Koprii olusumu, muhtemelen kromozom yapiskanligi nedeniyle veya esit olmayan
translokasyon sonucu ve kromozomda yapisal mutasyona neden olarak kromatidlerin
veya kromozomlarin birlesmesi ve kesintiye ugramasindan olusmaktadir [64]. Anafaz
ve telofazda kutup kaymalari, ig bozukluklarindan kaynaklanmaktadir [65]. Kalgin
kromozomlar ise esit olmayan kromozomlara sahip kardes hiicrelerdeki diizensiz sekilli
veya esit olmayan boyuttaki ¢ekirdeklerden tiiremislerdir [66].

10 pm 10 p m

Sekil 4. A. cepa L. k6k ucu meristem hiicrelerindeki normal mitoz evreleri; a- interfaz; b- profaz; c-
metafaz, 2n = 16 kromozom; d- anafaz; e- telofaz. Olgek= 10 um

119



DOI: 10.29233/sdufeffd.1217208 2023, 18(2): 110-128

‘ 10 pm 10 pm 10 um

Sekil 5. Digsal 4-MU ile indiikklenen A. cepa L. kok ucu hiicrelerindeki kromozomal anormallikler; a-
niikleer tomurcuklu ¢ekirdek=0k; b- mikroniikleus=0k; c- kromozom yapisikligi; d- diizensiz profaz; e-
vakuolasyon g¢ekirdekleri; f- diizensiz anafaz; g- anafazda kutup diizlesmeleri=oklar; h- anafazda kalgin
kromozomlar=oklar; 1- anafazda ¢oklu koprii olusumu ve kalgin kromozom=ok; j- anafazda kutup
kaymasi (gri ok) ve kalgin kromozom (siyah ok); k- telofazda kalgin kromozom=ok; I- telofazda kutup
kaymasi (gri ok) ve kalgin kromozom (siyah ok) Olgek = 10 pum
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3.3. 4-MU'nun biyokimyasal parametreler iizerindeki etkisi

Normal kosullar altinda yetistirilen fidelerin koklerinde SOD ve KAT aktiviteleri, lipid
peroksidasyonu ve serbest prolin icerigi gibi biyokimyasal parametreler iizerine digsal
4-MU'nun etkileri ile ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu arastirmadan
elde edilen biyokimyasal bulgular son derece dnemlidir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tehlikeli sitotoksik molekiillerdir, ancak aynm1i zamanda antioksidan savunma
mekanizmalartyla iligkili genlerin ekspresyonunu diizenlemek igin ara sinyal
molekiilleri olarak da iglev goriirler. Bitkiler, ROS'un neden oldugu hasarla basa ¢ikmak
igin antioksidan sistemlere sahiptirler [67-69]. Antioksidan enzimler bu sistemlerin
Oonemli bir pargasint olustururlar. Antioksidan enzimler arasinda; siiperoksit
radikallerinin hidrojen peroksit ve dioksijene orantisizligini katalizleyen SOD ile
H20:2'yi ortadan kaldiran KAT yer almaktadir. SOD, aktif bolge metal kofaktoriine (Mn,
Fe veya Cu, Zn) baglh olarak bilinen {i¢ siifi olan ve oksidatif strese karsi korumada
anahtar rol oynayan metalloenzimlerdir. KAT, niikleer genler tarafindan kodlanan ¢oklu
izozimler olarak var olan tetramerik homoproteinlerdir. Cogunlukla peroksizomlarda ve
glioksizomlarda bulunurlar [70]. Bu g¢alismada, 4-MU uygulamasmin neden oldugu
oksidatif stresi izlemek i¢in SOD, KAT, MDA ve prolin analizleri kullanildi. Sekil 6, 4-
MU tarafindan indiiklenen SOD, KAT MDA ve prolin seviyelerindeki degisiklikleri
gostermektedir. Artan 4-MU dozlari, A. cepa L. koklerinde SOD ve KAT aktivitelerinde
onemli bir artis1 tetikledi. 4-MU ile muamele edilen gruplarda artan KAT ve SOD
aktiviteleri, bu antioksidan sistemin oksidatif stres varliginda indiiklendigini
gostermektedir. SOD aktivitesi Grup I' de (kontrol) 36+1.7 U/mg FW, Grup II' de
67+2.9 U/mg FW, Grup III' te 93+3.1 U/mg FW ve Grupta [V’ de 118+3.6 U/mg FW
olarak dl¢tilmis iken Grup I, Grup II, Grup III ve Grup IV'in KAT seviyeleri sirastyla
0.6+0.2 OD24onm/dk. g FW, 1.5+0.2 OD24onm/dk. g FW, 2.4+0.6 OD24nm/dk. g FW ve
3.7+0.9 OD2sonm/dk. g FW olarak belirlendi. Bu iki enzimin yiiksek diizeyleri, 4-
MU'un A. cepa'da asirt ROS iiretimine neden oldugunu gostermektedir (Sekil 6).
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Sekil 6. A. cepa L.'nin baz1 biyokimyasal parametreleri tizerine 4-MU’nun etkisi. Grup I (kontrol) distile
su; Grup I 125 uM 4-MU; Grup IIT 250 uM 4-MU; Grup 1V 500 uM 4-MU ile muamele edilmistir. Hata
¢ubuklari standart sapmay1 géstermektedir (= SS)

Lipid peroksidasyonu, ROS ve lipidlerin, 6zellikle ¢coklu doymamis yag asitlerinin ve
MDA iiretiminin oksidatif yikimina neden olan metabolik bir siirectir [71]. Hiicre
membran hasari, MDA igeriginin artmasina neden olur [72]. MDA, membran
lipidlerinin oksidatif bir {irtiniidiir ve oksidatif stres diizeylerini gosteren biyolojik bir
belirtegtir [73]. ROS, lipidler, proteinler, RNA ve DNA dahil olmak {iizere biyolojik
molekiillerin peroksidasyonuna zarar verir [74, 75]. Serbest oksijen gruplari, DNA
tizerine etki ederek niikleik asitlerde mutasyonlara ve kromozomlarda degisikliklere
neden olabilirler [76]. MDA diizeyleri doza bagli olarak 4-MU uygulamasinin bir
sonucu olarak onemli 6lgiide yilikselmistir. Kontrol grubu (Grup 1) koklerinde MDA
igerigi ortalama 4.5+1.3 umol/g FW olarak 6l¢iiliirken, 4-MU dozlarindaki artisa paralel
olarak MDA igerigi artis gostermistir. Grup II, Grup III ve Grup IV'in MDA diizeyleri
sirastyla 8.4+1.8 umol/g FW, 15.942.9 umol/g FW ve 22.7+£3.5 umol/g FW olarak
belirlendi. 4-MU uygulamasi sonucunda MDA diizeylerinde gozlenen artislar,
antioksidan-oksidan dinamiklerinde bozulma oldugunu gostermektedir (Sekil 6).
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Prolin, ozmotik strese maruz kalan bitkilerde en yaygin iiretilen ozmolitlerden birisidir
[77]. Bir ozmolit olan prolin, ozmotik stres altinda ozmotik potansiyel ve turgorun
korunmasinda 6nemli bir rol oynayabilir [78, 79]. Aynm1 zamanda prolin, dehidrasyon
sirasinda proteinleri ve hiicresel membranlar1 stabilize ederek hiicreleri koruyan ana
bilesiktir [80-82]. Prolin bitkilerde glutamat ve ornitin yoluyla sentezlenir. Ozmotik
stres altinda, glutamat yolu, prolin {iretiminin ana kaynagidir. Prolin oksidaz,
ozmolitlerin birikmesinden sorumlu ana diizenleyici enzimdir, bu enzim prolini
glutamata dontistiirtir [83]. Bu arastirmada kontrol grubu (Grup I) koklerinin serbest
prolin igerigi 14.8+1.3 pmol/g FW olmustur. Bu deger Grup II' de 25.3+1.7 umol/g FW,
Grup HI' te 37.4+2.0 pumol/g FW ve Grup IV' te 46.9£3.5 umol/g FW olarak
Olclilmiistiir. Yani 4-MU uygulamas1 kontrole gore serbest prolin igerigini 125 uM' de
yaklasik 1.7 kat, 250 uM' de 2.5 kat ve 500 uM konsantrasyonda 3.1 Kat artirmistir
(Sekil 6). Bu artislar istatistiksel olarak oOnemlidir (p<0.05). Mevcut c¢alisma
bulgulartyla uyumlu olarak, MDA ve prolin birikimi arasinda pozitif bir iligki
kaydedildi [84], bu ozmolitin iiretilen ROS'u temizlemeye etkin bir sekilde katildigini
ve boylece hiicreleri oksidatif hasardan korudugunu diisiindiirmektedir [85].

3.4. 4-MU'nun anatomik parametreler iizerindeki etkisi

Sogan kok ucu meristem hiicrelerinde digsal 4-MU'nun neden oldugu anatomik
degisiklikler ve hasarlar Sekil 7'de gosterildi. Mikroskobik incelemeler sonucunda
kontrol grubunun (Grup I) kék ucu meristem hiicrelerinde hi¢bir anatomik hasar tespit
edilmedi. 4-MU uygulanan gruplarin kok ucu anatomik kesitlerinde ise MN olusumu,
belirgin olmayan iletim dokusu, nekroz, epidermis/korteks hiicre deformasyonlar1 ve
bazi kimyasal bilesiklerin kortekste birikmesi gibi anatomik hasarlar ve degisimler
gbzlendi. Epidermis hiicrelerindeki deformasyon (S$ekil 7g), hiicre zarinin karakteristik
yapisindaki bozulma ile agiklanabilir. 4-MU kok yapisina ilk olarak epidermis dokusu
yoluyla girdigi i¢in, etkiler burada baslamaktadir. 4-MU tarafindan indiiklenen bir lipid
peroksidasyonu (Sekil 6) epidermal membran yapisina zarar verebilir ve hiicre
deformasyonlarin1 meydana getirebilir. Kok dokusunda epidermis tabakasini gecebilen
kimyasal ajanlar kortekse ulasirlar. 4-MU uygulamasi sonrasinda korteks hiicrelerinde
madde birikimi (Sekil 7h) gibi anatomik degisimler toksisiteye karsi gelistirilen
tepkilerdir. Ancak bazi durumlarda yiiksek toksik etki anatomik degisikliklerden c¢ok
anatomik hasarlara neden olabilir. Bu c¢alismada gozlenen nekroz (Sekil 7f) ve
epidermis/korteks hiicrelerindeki deformasyonlarmin (Sekil 7g, 1) 500 uM 4-MU
uygulama grubunda baskin olmasi da bu hipotezi dogrulamaktadir. Yiiksek 4-MU
uygulamasinda daha baskin olarak goézlenen nekrozlar geri doniisiimsiizdiir. Bitkiler
veya bitki hiicre kiiltiirleri strese maruz kaldiklarinda nekrotik morfoloji ile hizli hiicre
Olimiini baslatirlar. Nekrotik alanlar kahverengi-siyah lekeler olarak goriiniirler. Bu
nedenle, 4-MU uygulamasindan sonra kortekste bazi kimyasal bilesiklerin birikimi
(Sekil 7h), hasardan ziyade kimyasala maruziyete kars1 anatomik bir adaptasyondur. Bu
verilerden, diisikk 4-MU uygulamalarinda daha fazla anatomik degisikligin g6zlendigi
ve yiikksek 4-MU uygulamasinda ise ciddi anatomik hasarlarin meydana geldigi
sonucuna varilmistir. Gortildiigu gibi literatiirde sogan bitkisinin kok anatomisi lizerine
4-MU etkisine dair herhangi bir veri rapor edilmemistir. Bu nedenle, 4-MU ile ilgili
mevcut ¢aligmanin anatomik sonuglari ilk kez rapor edildiginden son derece onemlidir.
Literatiirde cesitli toksik ajanlara karsi A. cepa kok anatomisinde belirgin olmayan
iletim dokusu, hiicre ¢ekirdeginde diizlesme, korteks hiicre duvarinda kalinlasma,
epitel/korteks hiicre deformasyonu gibi bir¢ok anatomik adaptasyon ve hasarin meydana
geldigi bildirilmistir [47, 48].
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Sekil 7. Digsal 4-MU ile indiiklenen A. cepa L. kék meristem hiicrelerindeki anatomik degisimler; a-
kontrol grubunda epidermis hiicrelerinin normal gériintimii; b- kontrol grubunda iletim dokusunun normal
goriiniimii; c- kontrol grubunda korteks hiicrelerinin normal goriiniimii; d- 4-MU ile muamele edilen
gruplarda epidermis hiicrelerinde MN olusumu=ok; e- 4-MU ile muamele edilen gruplarda belirgin
olmayan iletim dokusu; f- 4-MU ile muamele edilen gruplarda nekroz=ok; g- 4-MU ile muamele edilen
gruplarda epidermis hiicre deformasyonu=ok; h- 4-MU ile muamele edilen gruplarda korteks hiicrelerinde
madde birikimleri=oklar; 1- 4-MU ile muamele edilen gruplarda korteks hiicrelerinin deformasyonu=oklar

4. Sonug

Bu calisma, digsal 4-MU'un doza bagh c¢oklu etkilerini kapsamli bir sekilde
arastirmigtir.  Soganin burada incelenen fizyolojik, sitogenetik, biyokimyasal ve
anatomik parametreleri {lizerine digsal 4-MU uygulamasinin etkileri ile ilgili mevcut
literatiir verisi bulunmamaktadir. Bu nedenle, mevcut ¢calismanin sonuglari ilk kez rapor
edilmektedir. Bu sonuglar 4-MU'un, A. cepa L. kdk anatomik yapisini, ¢imlenme, kdk
uzunlugu, kokeiik sayis1 ve taze agirlik gibi fizyolojik parametrelerini, MI, MN siklig1
ve KA'lar gibi sitogenetik parametrelerini ve SOD, KAT, MDA ve prolin igerigi gibi
biyokimyasal parametrelerini etkileyen toksik bir bilesik olarak hareket ettigini
gostermektedir. Ayrica, bu calismanin tutarli sonuglari, A. cepa'nin c¢esitli kimyasal
ajanlarin aktivitelerini degerlendirmede faydali bir model oldugunu gostermistir.
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Arastirmacilarin Katki Oram Beyani

Dilek Cavusoglu: Arastirma, inceleme ve Diizenleme, Orijinal Taslak Yazim, Yazilim, Gorsellestirme.

Destek ve Tesekkiir Beyani

Bu ¢alismanin yazar1 olarak herhangi bir destek ve tesekkiir beyanimin bulunmadigini bildiririm.

Catisma Beyam

Bu calismanin yazar1 olarak herhangi bir ¢catisma beyanimin bulunmadigini bildiririm.

Etik Kurul Onay1 ve/veya Aydinlatilmis Onam Bilgileri

Bu ¢alismanin yazari olarak herhangi bir etik kurul onay1 ve/veya aydinlatilmis onam bilgileri beyanimin
bulunmadigini bildiririm.
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Oz: Favipiravir (T-705), RNA viriislerinin RNA'ya bagimli RNA polimerazini segici ve giiclii
bir sekilde inhibe eden bir anti-viral ajandir. Bu bilesigin kalitatif ve kantitatif analizinde en
cok ters faz sivi kromatografi (RPLC) metodu tercih edilmektedir. Bu metot, asidik ve bazik
fonksiyonel grup igeren bilesiklerin iyonlagsma/protonasyon (pKa) sabitlerinin tayini i¢in ¢ok
tercih edilmektedir. pKa degeri, bilesiklerin fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerini tahmin
etmeye yarayan Onemli bir parametredir. Bu parametre ilaglarin absorpsiyon, dagilim,
metabolizma, atilim, toksitite (ADMET) karakterizasyonunu da igeren dnemli bir veridir.
Sunulan bu ¢aligmada, favipiravirin su-asetonitril ikili karigiminda pKa degerinin tayini i¢in iki
farkl1 6zellikteki kromatografik kolonlar kullanilarak RPLC metot gelistirilmis ve asetonitrilin
mobil fazdaki miktarin degisimiyle favipiravirin kromatografik davranisi da belirlenmistir.
Caligma 37°C kolon sicakliginda ve sabit akis hizlarinda gergeklestirilmistir. Elde edilen
alikonma verileriyle sigmoidal ve dogrusal olmayan modeller kullanilarak bilesigin pKa degeri
belirlenmistir. Hidrofilik 6zellikte olan favipiravirin su ortamindaki pKa degeri, mobil faz pK,
degerleri ve asetonitrilin makroskopik sabitleri (mol kesri, dielektrik sabiti, vs.) kullanilarak
hesaplanmistir. Hesaplanan bu 6nemli fizikokimyasal parametre literatiirdeki deneysel ¢alisma
ile elde edilen ilk veridir.

Anahtar kelimeler: Favipiravir, RPLC, Alikonma zamani, [yonlasma sabiti, Hidrofilik bilesik

Determination of lonization Constant Value in Water-Acetonitrile Binary
Mixtures of Favipiravir and Comparison of Two Different C18 Columns

Abstract: Favipiravir (T-705) is an anti-viral agent that selectively and potently inhibits the
RNA-dependent RNA polymerase of RNA viruses. The reverse phase liquid chromatography
(RPLC) method is mostly preferred in the qualitative and quantitative analysis of this
compound. This method is highly preferred for the determination of ionization/protonation
(pKa) constants of compounds containing acidic and basic functional groups. The pKa value is
important parameter to predict the physicochemical and biological properties of compounds.
This parameter is an important data including the absorption, distribution, metabolism,
excretion, and toxicity (ADMET) characterization of drugs. In this study, the RPLC method
was developed using two different chromatographic columns for the determination of the pKa
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value of favipiravir in a water-acetonitrile binary mixture, and the chromatographic behavior
of favipiravir was determined by changing the amount of acetonitrile in the mobile phase. The
study was carried out at 37 °C column temperature and constant flow rates. The pKa value of
the compound was determined by using sigmoidal and nonlinear models with the obtained
retention data. The pKa value of hydrophilic favipiravir in water was calculated using the
mobile phase pKa values and the macroscopic constants (mole fraction, dielectric constant,
etc.) of acetonitrile. This important calculated physicochemical parameter is the first data
obtained from the experimental study in the literature.

Keywords: Favipiravir, RPLC, Retention time, lonization constant, Hydrophilic compound

1. Giris

Favipiravir (T 705), riboniikleik asit (RNA) viriislerinin RNA'ya bagli RNA polimerazini
secici ve gii¢lii bir sekilde inhibe eden yeni genis spektrumlu bir antiviral ilactir. ilk olarak
2014 yilinda Japonya'da Toyama Chemicals tarafindan gelistirilmis ve tiretilmistir ve cok
cesitli influenza viriislerine ve alt tiplerine karsi etkilidir. Favipiravir yaygin olarak
COVID-19 olarak bilinen siddetli akut solunum sendromu koronaviriis-2 (SARS-CoV-2)
enfeksiyonlarina karsi ilag olarak kullanimi nedeniyle 2020 yilinda ¢ok ilgi gérmiistiir
[1,2]. Ozellikle bu tarihten sonra ilag endiistrisinde &nemli bir yere sahip olan bu ilacin
tayini i¢in analitik metotlarin gelistirilmesi ayr1 bir gereklilik kazanmistir. Yapilan
literatlir taramasinda favipiravirin tayini i¢in yliksek performans sivi kromatografi
(HPLC) [3,4], spektroflorimetri [5] ve elektroanalitik yontemler [6,7] yaygin sekilde
kullanilmistir. Bu yontemler arasinda ilag endiistrisinde yaygin sekilde kullanilan HPLC
yontemi, favipirapirin kalitatif ve kantitatif tayini i¢in 6zellikle tercih edilmektedir [8].

Ters faz yiiksek performans sivi kromatografi metodu (RPLC), sivi kromatografik
tekniklerin igerisinde en popiiler olanmidir. Diisiik molekiil agirlikli numunelerin
analizlerinin neredeyse %80-90"1 bu metot kullanilarak gerceklestirilmektedir [9]. Hem
alikonma hem de segiciligi aym1 anda saglayarak asidik, bazik ve notral yapidaki
bilesiklerin tayini gerceklestirilebilmektedir. Bu kromatografik tayin kimyasal olarak
modifiye edilmis sabit fazlar kullanilarak gerceklestirilmektedir. Ila¢ endiistrisinde ters
faz sivi kromatografi ayirmalari i¢in yapilan uygulamalarda silika esasli dolgu
materyalleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun yaninda basarili bir ayirma i¢in mobil
fazdaki organik modifiyerin tipi, eluent bilesimi, pH ve tampon derisimindeki degisim
saglanmalidir. Tayin edilen bilesik iyonlasabilir ise mutlaka mobil faz pH’s1, sicaklik ve
mobil fazdaki organik ¢6ziicli derisimindeki degisimden etkilenir. Mobil fazin giicii
sadece organik ¢oziiciiniin derisimine bagl degil aym1 zamanda kullanilan ¢oziiciiniin
tipine de baglidir. Bu ¢alismada kullanilan asetonitril (ACN), polar aprotik bir ¢oziiciidiir
ve hem suda hem de polar ¢oziiclilerde ¢oziinme oOzelligine sahiptir. Su ile farklh
hacimlerde karistirilarak olusturulan hidro-organik karigimlarda, miktarindaki degisime
bagli olarak RPLC’de analizlenen bilesigin alikonma davranisinda etkin bir rol
oynamaktadir [9,10]. Bunun yaninda iyonlasan bilesiklerin analizinde, analitlerin
iyonlagma /protonasyon (pKa) degerlerinden en az bir birim uzakliktaki mobil faz pH™1
kromatografik tayin i¢in tercih edilebilir. pKa 6nemli bir fizikokimyasal parametredir.
Analitin  pKa degerleri, iyonlasan bilesiklerin ¢oziiniirliigiinii etkiledigi  gibi
farmakokinetik (ADME-absorpsiyon, dagilim, metabolizma, atilim) 6zelliklerinin
belirlenmesinde de etkin bir parametredir. Bu fizikokimyasal parametrenin tayini i¢in
kullanilan potansiyometrik titrasyonlar ve spektrofotometrik analizler, eger bilesik saf
degilse suda az ¢oziiniiyorsa, belirgin bir kromofor grubu yoksa ve miktar1 azsa sorun
teskil edebilir. Bu gibi dezavantajlarin iistesinden gelen RPLC metodu ile pKa
degerlerinin tayini daha ¢ok tercih edilmektedir [11-13].
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Calisilan mobil faz pH’s1 (§pH) ve analit alikonmasi arasindaki iligski kullanilarak hidro-
organik karisimlarda analitin yapisindaki belirli fonksiyonel grubun pKa (§pK,) degeri
hesaplanabilir. izokratik metotla gerceklestirilebilen bu tayinle giiniimiizde bircok ilag
etken maddenin pKa degerinin tayini yapilabilmektedir. RPLC metotla yapilan
analizlerde su ortaminda ¢oziiniirliigi az olan bilesiklerin pKa tayini hidro-organik
karisimlarda yapilmakta ve bu ortamlarda elde edilen $pK, verileri kullanilarak su
ortamindaki pKa (3ypK,) degerleri hesaplanabilmektedir [9,14].

Piirin niikleozid analogu favipiravir hidrofilik 6zelligi olmasina ragmen yapilan HPLC
calismalarin ¢ogunda hidro-organik karisimlari iceren mobil fazlar kullanilarak RPLC
metoduyla analizlenmistir. Sunulan bu ¢alismada favipiravir suca zengin, su-ACN ikili
karigimlarinda (% 2, 4, 6, v/v) ¢oziilerek RPLC metoduyla analizlenmistir. Analiz i¢in iki
farkl1 kimyasal yapiya sahip C18 kolon tercih edilmis ve bilesigin kromatografik
davranig1 belirlenmistir. Kolon sicakligi olan 37°C’de yapilan kromatografik analizler
sonucunda favipiravirin mobil fazdaki pH degisimine bagl olarak alikonma zamanindaki
(tr) degisim incelenmistir. pH-tr arasindaki dogrusal olmayan iliski kullanilarak
favipiravirin %2, 4, 6 (v/v) ACN igeren ACN-su ikili karisimlarindaki $pK, degerleri
belirlenmistir. Mobil fazda kullanilan ACN’nin makroskopik 6zellikleri (mol kesri,
dielektrik sabiti) ve $pK, degerleri kullanilarak favipiravirin su ortamindaki pKa (jypKg)
degeri hesaplanmistir. 37 °C’de elde edilen bu deger Abraham ¢oziinen parametreleri
kullanilarak [15] 25°C igin de deneysel bir ¢alisma yapmadan tahmin edilmistir. Ayrica
bilesigin farkli pH degerlerinde iyonlasma derecesi Henderson-Hasselbach esitligi ile
hesaplanmistir [16].

2. Materyal ve Metot

2.1. Kimyasallar ve Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar analitik safliktadir. Favipiravir Supelco (St. Louis,
USA) firmasindan, asetonitril (ACN), sodyum hidroksit (NaOH), o-fosforik asit (o-
H3POs), potasyum hidrojen ftalat (KHP) ise Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan
temin edilmistir.

pH analizleri i¢in yapilan elektrot kalibrasyonunda, KHP ¢ozeltisi 0,05 mol/kg derisimde
calisilan su-ACN ikili karisimlarinda ¢oziilerek hazirlanmistir [17]. Favipiravirin su
ortaminda yeterince ¢oziiniirliigii (logS: -1,42) [18] olmadigindan, bilesigin su-ACN
ortamlarinda kromatografik davranisinin belirlenmesi i¢in % 2, 4, 6 (v/v) ACN igeren su-
ACN ikili karigimlarinda calisma gercgeklestirilmistir. Bilesik kalitatif analizi i¢in mobil
fazda coziilerek, 100 pg/mL derisimde hazirlanmis ve giines 1s1gindan uzak, +4 °C’de
saklanmustir.

2.2. Kullanilan Cihazlar ve Kromatografik Kosullar

Favipiravirin kromatografik analizleri i¢in Shimadzu HPLC cihazi kullanilmistir (Kyoto,
Japan). Kullanilan sistem UV dedektor (SPD-20A), kolon firimi (CTO-20A), pompa
(LC20AD), degazer (DGU-20A3) ve manuel enjeksiyon sisteminden olugmaktadir.
Mobil faz pH analizleri i¢in Mettler Toledo marka pH metre cihazi (Schwerzenbach,
Switzerland) kullanilmistir. Calisma boyunca kullanilan ultra saf su Direct-Q3 UV su
saflastirma sisteminden (Millipore, Bedford, MA, USA) temin edilmistir.

Bilesigin kromatografik analizi i¢in iki farkli 6zellikte C18 kolon tercih edilmistir.
Karbon igerigi sirasiyla %15 ve %14 ve pH ¢aligma araligi sirasiyla 2-12 ve 1-12 olan X
Terra RP18 kolon (250x4,6 mm, 5 pm; Waters) ve Gemini NX C18 (250x4,6 mm, 5 um;
Phenomenex) tercih edilmistir. % 2, 4, 6 (v/v) ACN igeren su-ACN ikili karisimlarinda
hazirlanan mobil faza 40 mM o-HsPOg ilave edilmis ve istenilen pH degeri 1 M NaOH
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coOzeltisi kullanilarak ayarlanmistir. Mobil faz pH’s1 3,5-7,5 arasinda tutularak,
favipirapirin iki C18 kolonda kromatografik alikonma davranisi ve $pK, degeri
belirlenmistir. Bilesigin analizi HPLC pompa basincinin ayni oldugu akis hizi X Terra
RP18 kolon da 0,8 mL/dakikada, Gemini NX C18 kolonda 1 mL/dakikada sabitlenmistir.
Bilesik 225 nm’de UV dedektorle ve 37°C kolon sicakliginda tayin edilmistir. HPLC
sistemine 20 puL enjekte edilen bilesik ii¢ tekrarli olarak analiz edilmis ve kesinligi yiiksek
olan bu analizin bagil standart sapma degeri %1’nin altinda hesaplanmistir.

2.3. Teorik Allkkonma Zamam ve ;pK, Verilerinin Hesaplanmasi

Favipiravirin ¢alisilan hidro-organik ikili karigimlarini igeren mobil faz pH degisimlerine
bagli olarak RPLC metoduyla belirlenmis, alikonma zamani degerleri kullanilarak
dogrusal olmayan regresyon programiyla (NLREG) $pK, degerleri ve iyonlagsmis ve
iyonlasmamis formlarinin u¢ tr (HA, A") degerleri hesaplanabilmistir [19]. Hesaplanan
bu veriler kullanilarak teorik tr degerleri hesaplanmis ve teorik ve deneysel veriler
arasindaki uyum artik kareler toplami ile (RSS) ile verilmistir.

3. Bulgular

Bu calismada favipiravirin (6-floro-3-hidroksi-2-pirazinkarboksamid) analizi i¢in pH
calisma araligi kisitli olan klasik silika esasli bir kolonla ¢alismak yerine modifiye edilmis
C18 kolonlar tercih edilmistir. X Terra RP18 kolon (250x4,6 mm, 5 um; Waters) hibrit
esasli, asidik ve bazik bilesiklerin analizi i¢in gelistirilmis polar gobmmeli bir kolondur.
Silika ve polimerik esasli kolonlara gore pH kararlilig1 ve tekrarlanabilirligi yiliksek bir
kolondur. 125 A° gbzenek biiylikliigiine sahip kiiresel yapidaki pargaciklardan olusmustur
[20]. Gemini NX CI18 (250x4,6 mm, 5 pm; Phenomenex) polimerik silikay: saf silika
substrat ¢ekirdegi lizerine dahil eden patentli bir islemle gelistirilmistir. Etan ligandlari,
Silisyum atomlar1 arasinda koprii olusturan polimerik silika i¢ine gomiiliidiir. Bu yap1
ayni anda oldukga yiiksek pH kararliligi ve mekanik diren¢ saglamaktadir. 110 A°
gbzenek biiylikliigiine sahip kiiresel yapidaki parcaciklardan olusmustur [21]. Literatiirde
bu tip kolonlarla favipiravirin s1vi kromatografik analizinde bilesigin alikonma davranisi
ile ilgili hicbir veri yoktur. Ayrica kolonun etkin tabaka sayisinin yiiksek olmasi (X Terra
icin 4933; Gemini NX i¢in 10386) ve kuyruklanma faktoriiniin (X Terra i¢in 1,073;
Gemini NX i¢in 1,046) de 2’den diisiik olmasi bilesigin simetrisinin ve kolon
performansinin iyi oldugunu gostermektedir.

Favipiravir hem enol hem de keto formuna sahiptir (Sekil 1). Enol formu bir aromatik
fenol benzeri yapiya sahipken, keto formu bir dizi dort konjuge cift baga sahiptir [22].
Bilesik, hangi tautomerik formunun bir hedef biyomolekiile bagli oldugunu belirlemek
icin ilag tasarimi ve gelistirilmesinde 1ilgi c¢ekebilecek keto-enol tautomerizmi
potansiyeline sahiptir. Yapilan son hesaplamalar enol formunun keto formundan kararl
oldugunu gostermektedir [23-25]. Bilesigin pKa degerine yonelik herhangi bir deneysel
calisma yoktur. Deneysel ¢alisma yerine kimyasal yap1 6zellikleri g6z Oniine alinarak
hesaplama yapan bazi paket programlariyla favipiravirin pKa degerleri hesaplanmistir.
Kuantum-kimyasal hesaplamalar i¢cin AB INITIO/6-311G ve DFT-PBEO/6-311G
programlar1 kullanilarak favipiravirin yapisinda bulunan pirazin halkasinin 5 numaral
pozisyonunda bulunan hidroksil grubunun pKa degeri 13; 6 numarali pozisyonunda
bulunan karboksamid grubundaki primer aminin pKa degeri 14 olarak hesaplanmistir
[26]. Ayrica pirazin halkasindaki 1 numarali azota ait pKa degeri de 0,6 olarak
bulunmustur [27-28]. Bilesigin enol formundaki pirazin halkasindaki 4 numarali azota
dair pKadegeri Yogunluk fonksiyonel teorisine (DFT) gore 5.1 olarak tahmin edilmistir
[22].
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Sekil 1. Favipiravirin enol ve keto formu [22]

Favipiravirin pKa degeri ile ilgili higbir deneysel ¢alisma bulunmadigindan bu ¢alismada
secilen iki farkli 6zellikteki kolonda, 37°C sicaklikta, sabit akis hizinda, belirlenen su-
ACN ikili karisimlarinda hazirlanan mobil fazlarda pH 2 ile 11 arasinda bilesigin
alikonma zamanlar1 belirlenmistir. Elde edilen verilere gore pH 3,5-7,5 arasinda bilesigin
alikonma zamaninda giderek azalan bir de§isim gozlenmistir. Fakat pH 7,5 ile pH 11
degerleri arasinda bilesigin tr degerlerinde belirgin bir degisim goézlenmemistir. Bu
nedenle bu ¢alismada mobil faz pH aralig1 3,5-7,5 olarak belirlenmistir. Calisilan her bir
mobil faz pH degerinde bilesigin tr degeri li¢ tekrarli olarak belirlenmis ve ortalama tr
degeri kullanilmistir. Mobil fazdaki ACN ve pH degisimine bagl olarak iki kolondan
elde edilen deneysel tr degerleri NLREG programinda analizlenmistir. Elde edilen $pK,
Ve trya, tra- degerleri standart sapma degerleriyle birlikte Tablo 1°de verilmistir [19].

Tablo 1. NLREG programu ile hesaplanmis $pK, Ve tgya, tra- Verileri

% X TERRA C18 GEMINI NX
ACN
(vIv) sPK, tRHA tra- sPK, LRrHA tra-
2 4,802 + 10,937 4,689+ 4813+ 9308+ 4,055+

0,061" +0,196 0,107 0,089" 0,241 0,133

4 5,016 £ 9,129+ 3,870+ 5,278 £ 6,679+ 3,403+
0,078 0,186 0,086 0,110 0,144 0,131
6 5,239+ 8,134+ 3,523+ 5,807 £ 5930+ 2,552+
0,050 0,097 0,079 0,096 0,109 0,140
*Standart sapma

Calisilan her bir ACN yiizdesindeki degisime bagli olarak degisen 3$pK, degerleri,
bilesigin pirazin halkasindaki 4 numarali pozisyonunda bulunan azot grubuna aittir.
Bilesigin iyonlasma dengesi Sekil 2 de verilmistir. Tablo 1°de goriildiigii gibi mobil
fazdaki ACN miktar1 arttikca bilesigin $pK, degeri artmaktadir. Bu durum asidik
Ozellikteki bu grubun kromatografik davranisiyla uyum igerisindedir [9].

N4 OH pK, NH OH
~ —_ s ~
/[\ NH2 /E NH:2
F N1 F N
O O

Sekil 2. Favipiravirin iyonlasma dengesi
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%6 (v/v) ACN iceren ACN-su ikili karisimlarinda mobil faz pH’sina bagh olarak tr
degerinin degisimini gosteren kromatogramlar Sekil 3’te verilmistir. NLREG
programindan elde edilen pH- tr iliskisi ¢alisilan {i¢ ortam i¢in Sekil 4’de gosterilmistir.

s
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750000
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Sekil 3. pH-tr iliskisini gosteren kromatogramlar A) Gemini NX C18 B) X Terra C18

Bu calismada favipiravirin sivi kromatografik davranist igin teorik tr degerleri de
hesaplanarak, deneysel ve teorik degerlerin uyumu artik kareler toplami (RSS)
hesaplanarak gosterilir. Teorik tr degerleri NLREG programindan elde edilen $pK, ve
trHas tra- degerleri kullanilarak Denklem 1 ile hesaplanmistir [23].

_ [H*] Ka
trteorik = URHA ([1—1+]+Ka)+tA_ ([H+]+Ka) @

GEMIiNi NX KOLON X TERRA KOLON
A A

— = -
< T T T T 4 T ——— —
L4 3 4 B 6 7 :8 3 4 5 3 T 8
“ B | B
N
< 1
= s 6
z "
X g
— . =
[ ' o t t t i i 3 T R R B B
< 22 40 18 56 64 72 a2 a0 48 55 64 72 80
8
C c
4 \ 6
0 + et I N T e e e e e o S —— —t I et i i
32 40 48 58 64 72 32 40 48 58 64 72 80
pH pH

Sekil 4. NLREG programi ile pH-tr iliskisi A) %2 (v/v) ACN; B) %4 (v/v) ACN; C) %6 (v/v) ACN igeren
ACN-su ikili karigim1
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Denklem 1 kullanilarak favipiravirin %2 (v/v) ACN igeren hidro-organik karigimda ve
degisen mobil faz pH degerlerindeki tgsp0rir degerleri hesaplanmistir. Elde edilen veriler
Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Favipiravir i¢in deneysel ve hesaplanmig teorik alikonma zamani degerleri

GEMINI NX X TERRA
% 2 (viv) ACN % 2 (v/iv)ACN
pH theneyseI tRrteorik theneyseI- (theneyseI- theneyseI treeorik theneyseI- (theneyseI-
tRrteorik theorik)2 tRreeorik theorik)2
3,5 8,951 9,064  -0,113 0,013 10,599 10,640 -0,041 0,002
4 8,824 8,608 0,216 0047 10,190 10,118 0,072 0,005
4,5 7,509 7,589 0,080 0,006 8822 8919  -0,097 0,009
5 5,947 6,125  -0,178 0,032 6891 7179  -0,288 0,083
55 5,096 4951 0,145 0,021 6,012 5771 0,241 0,058
6 4,706 4,376 0,330 0,109 5,314 5,077 0,237 0,056
6,5 4,292 4,161 0,131 0,017 4,720 4,817 -0,097 0,009
7 3,990 4,089 0,099 0,010 4,630 4730 -0,100 0,010
7,5 3,716 4,066 -0,350 0,122 4,555 4,702 -0,147 0,022
RSS 0,377 RSS 0,255

Tablodaki deneysel tr veriler arasinda 0,5-1,0 dakika arasinda farkliliklar goriilmektedir.
Bunun sebebi de kolonlarin i¢ dolgu malzemelerinin kimyasal yapilarimin farklh
olmasindan ileri gelmektedir. Tablo 2 incelendiginde elde edilen artik kareler toplaminin
(RSS) oldukea kiiciik oldugu, deneysel ve teorik degerlerin birbirleriyle uyumlu oldugu
goriilmektedir. Bunun yaninda tgsporix (1 + Ko /[H*]) verilerine karsin K, /[H*] grafige
gecirildiginde elde edilen dogrusal fonksiyonun egim ve kesim degerleri sirasiyla tp4-,
trya degerlerini vermektedir. Bu dogrusal iliskiyi gosteren grafikler Sekil 5°de
verilmigstir. Elde edilen grafik dogrusaldir (r=1), egim ve kesim degerleri de NLREG
sonuclariyla birebir uyumludur.

GEMINT NX X TERRA
2500 2500
= =4, +10.
= 2000 y=4.055x +9.308 =000 v =4,680x + 10,937
=1 E‘ r=1
oF° 1500 f—lﬁ[)[l
= 1000 = 1000
5 spp 2 500
0 0
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
K/[H] K/[H']

Sekil 5. K; /[H*] - treeorik (1 + Ko /[H*]) dogrusal iligkisini gosteren grafikler

Favipiravirin su ortaminda yeterince ¢oziliniirliigii (logS: -1,42) [18] olmadigindan,
bilesik % 2, 4, 6 (v/v) ACN iceren su-ACN ikili karisimlarinda kromatografik
davraniginin belirlenmesi amaglanmis ve bilesigin spK, degeri NLREG programiyla
hesaplanmistir. Farkli yaklagimlar kullanarak favipiravirin su ortamindaki pKa (1wpK, )
degeri de hesaplanmistir. Bunun i¢in ilk olarak ACN’nin ¢alisilan hacimce yiizdelerine
karsilik gelen mol kesri (Xacn) degerleri kullanilmistir [29]. Bunun i¢in farkli NLREG
programiyla belirlenmis $pK, degeri, Xacn degerlerine kars1 grafige gegirildiginde elde
edilen dogrusal fonksiyonun kesim degeri favipiravirin su ortamindaki pKa ({ypK, )
degerini verir (Sekil 6). Ikinci yaklasimda Yasuda-Shedlovsky metodunda
spK,+log[H20] degerleri 1/¢’a kars1 grafige gegirilerek dogrusal bir iligki (r=1) elde
edilmistir [30]. Bu yaklasimda kullanilan ACN’nin dielektrik sabiti (¢) degerleri Barbosa
ve ark. tarafindan hesaplanmigtir [29].
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GEMINI NX X TERRA
6.0 5.30
5
{2 y =60.222x + 4,324 5.20 y =30.427x + 4,590
o = o r=1
54 r=0,999 o 5.10
LA (=1
M, 52 5.00
5.0 1,90
48
16 4.80
44 4.70
0,005 00075 0,01 00125 0015 00175 0,02 00225 0,005 00075 0.01 00125 0015 0.0175 002 00225
Xacn Xaew
GEMINI NX X TERRA
7.6 7.10
: v =4308,1x - 48,778
5 = 0,999 700 y=1889% -17.714
7.2 ’ 5 6.90 r=1
Eﬁ 7.0 E.N 6,80
168 ' 6.70
4 g
6;6 :4': 660
6.4 =630
0.0128 0,01285 0,0129 0,01295 0.013 0,01305 0,0131 00128 001285 00129 0,01295 0,013 001305 00131
1/ 1/e

Sekil 6. pK,- Xacn Ve Yasuda-Shedlovsky yaklasimlari ile }ypK, degerlerinin hesaplanmasi

ACN’nin mol kesri kullanilarak yapilan hesaplamalarda dogrusal fonksiyonun kesim
degeri favipiravirin ypK, degerini vermistir. Yasuda-Shedlovsky metodunda ise
dogrusal bir iligki elde edilen fonksiyonda 1/¢ degeri yerine (€:78,5) 0,0127 degeri;
log[H20] yerine log55,5:1,744 degeri konularak bilesigin },pK, degeri Gemini NX kolon
icin 4,358 ve X Terra kolon i¢in 4,606 hesaplanmistir. Her iki yaklagimla hesaplanan
wpK, degeri arasinda en fazla £0,034 fark gozlemlenmistir. Bu da sonuglarin birbiriyle
uyumlu oldugunu goéstermektedir.

Deneysel olarak segilen sicaklikta (37°C) hesaplanan ,ypK, degeri ve asidik gruplar i¢in
belirlenmis Abraham ¢6ziinen parametreleri (Tablo 3) Denklem 2 ve Denklem 3’te yerine
konuldugunda ApKa degeri ve deneysel bir ¢alisma yapmadan favipiravirin 25 °C’deki
wpK,degeri hesaplanmigtir [15].

ApK, = kopKy>" + co + 1 R art + ¢, ZﬁzH + 31y + 4Ry + 5y 2)

ApK, = pK,*" — pK,*® ®3)

Tablo 3. Abraham ¢6ziinen parametreleri

ko Co ¢ Z o c Z B, C3T, c4R, csV,
Asitler -0,022 0,123 0,093 0,045 -0,145 0,004 0,028

37°C sicaklikta $pK, - Xacn iliskisi kullanilarak Gemini NX kolon i¢in bulunan }ypK,=
4,324 kullanildiginda 25°C igin ypK,= 4,270 olarak hesaplanmistir. X Terra kolon i¢in
wpK,= 4,590 kullanildiginda 25°C igin ypK,= 4,543 olarak hesaplanmigtir. Sun ve
Avdeef tarafindan yapilan calisma [15] incelendiginde asidik fonksiyonel grup iceren
bilesiklerin 25°C’deki pKa degerleri, 37°C’de hesaplanan pKa degerlerine gore daha
azdir. Bu sonug yapilan hesaplamanin dogrulugunu desteklemektedir.
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Bir ilacin iyonlagsma derecesi, ADME 6zellikleri iizerinde onemli bir etkiye sahiptir.
Iyonlagmayan ilaglar hiicre membranmi kolaylikla gegebildiginden, ortam pH’s1
degistikce ilacin nasil iyonlastifinin anlagilmasi gerekmektedir. Bir ilacin belirli pH
degerlerinde iyonlasip iyonlasmadigr formlarin belirlenebildigi iyonlagma yiizdesi
Henderson-Hasselbach denklemi ile hesaplanabilir [16]. Favipiravir i¢in % iyonlagma,
wpK, degeri kullanilarak hesaplanmistir. pH 1,5-12 araliginda % iyonlagma degerlerini
gosteren grafik Sekil 7°de verilmistir.

110 110

100 GEMINI NX 100 X TERRA
90 90
80 80
[+ [
= 70 g 70
&in Win
= 60 S 60
S5 S5
&% 550
e 40 e 40
30 30
20 20
10 10
0 0
01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
pH pH

Sekil 7. Favipiravirin % iyonlasma degerleri

Asidik fonksiyonel grubunu igeren favipiravirin %50’sinin iyonlasti1 pH, bilesigin pKa
degerini vermektedir. Sekil 7’ye gore bu bilesigin pKa degerinin yaklasik 2,5 birim
tizerinde iyonlasmadig1 goriilmektedir.

4. Sonuc¢ ve Yorum

Favipiravirin COVID-19 tedavisinde 6nemli bir yeri olmasina ragmen, bilesigin pKa
degeri ile ilgili literatiirde deneysel bir veri yoktur. Kullanilan degerler tahmini
degerlerdir. Bunun i¢in elde edilen deneysel veriler, bu konuda yapilmis ilk ¢alisma
niteligi tasimaktadir. Favipiravirin keto-enol tautomerik dengesinde, literatiire uygun
olarak enol formun kararli oldugu belirlenmistir. Bu nedenle pKa hesaplamasi enol form
kullanilarak yapilmistir. RPLC ile yapilan ¢alismada elde edilen deneysel verinin hangi
fonksiyonel gruba ait oldugu, tahmini programlara gére yapilan hesaplamalarla
belirlenebilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler favipiravirin 37°C’de belirlenmis ilk
alikonma verileridir. Ayrica literatiirde yapilan ¢alismalara gore daha az miktarda organik
¢oziicli kullanilmistir. Bunun disinda herhangi bir deneysel ¢aligma yapmadan Abraham
¢oziinen parametrelerini kullanarak bilesigin 25°C’deki su ortamindaki pKa degeri de
tahmin edilmistir. Favipiravirin 37°C’de viicut sivilarinda ve bolgelerindeki iyonlagma
yiizdeleri de bu caligma ile hesaplanabilmistir. Bu calisma ile sivi kromatografik
analizlerde metot optimizasyonu ¢aligmalari i¢in gerekli bir parametre olan pKa degerinin
belirlenmesi, herhangi bir deneme yanilmaya ihtiya¢ olmadan favipiravirin RPLC
analizlerinde kromatografik kosullarinin optimizasyonunu saglamaktadir.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyani

U. A. Arzuoglu: Arastirma, Metodoloji, Veri lyilestirme

I. Konge: Arastirma, Metodoloji, Kaynak/Materyal/Malzeme Temini, Veri Iyilestirme
E. Cubuk Demiralay: Arastirma, Metodoloji, Dogrulama, Denetim/G6zlem/Tavsiye
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Oz: Son yillarda bilgisayar donammlari ile paralel olarak gelisim gosteren yapay zeka
caligmalart klinikte uzmanlarin erken teshis ile olasi metastazin Oniine gecerek hasta sag
kalimmi artirmaktadir. Literatiirde klinikte kanser teshisini gergeklestiren cokca calisma
mevcuttur. Bu c¢aligmalarda, kanser siiflandirmasinin yapilmasi igin makine 6grenmesi ve
derin 6grenme uygulamalar siklikla uygulanmaktadir. Benzer sekilde caligmada termal meme
gorilintiileri {lizerinden derin 6grenme yoOntemleri ile meme kanseri teshisi ele alinmistir.
Caligmada kullanilan goriintiiler acik erisim olarak sunulan DMR-IR veri setinden alinmistir.
Veri setinden alinan goriintiiler lizerinde bazi 6nislemler yapilmis, ardindan meme bolgelerinin
boliitlenmesi i¢in manuel ve otomatik olmak {izere iki farkli boliitleme metodu uygulanmustir.
Manuel boliitleme isleminde, VIA ile lokalizasyon bilgisi kaydedilen meme bdlgelerinin
maskesi olusturup orijinal goriintiiden ¢ikarilarak boliitleme gerceklestirilmistir. Otomatik
boliitleme isleminde ise Mask R-CNN ve U-NET ile boliitleme yapilmistir. Bu iki metot igin
boliitleme performans analizi yapilmis ve 0.9896 dogruluk, 0.9413 Dice ve 0.8900 Jaccard
degerini gergeklestiren Mask R-CNN ile siniflandirma iglemleri ¢alisilmistir. Manuel ve Mask-
RCNN metodu ile boliitlenen goriintiilerden olusan termogramlar ile 6n egitimli yedi farkli
(InceptionV3, MobileNet, MobileNetV2, ResNet50, VGG16, VGG19 ve Xception) mimari
kullanilarak meme kanseri siniflandirmasi gergeklestirilmistir. Sonug olarak test verilerinde
%100 siiflandirma basarisimt dogruluk, kesinlik, duyarlilik ve F1 Skoru ile MobileNet ve
InceptionV3 mimarileri saglamstir.

Anahtar kelimeler: Termal goriintileme, Meme lezyonu, Siniflandirma, Béliitleme, Mask R-
CNN, U-Net, Transfer 6grenme

Classification of Breast Lesions via Active Thermograms with the Help of Deep
Learning

Abstract: In recent years, artificial intelligence studies, which have developed in parallel with
computer hardware, have helped increase patient survival by preventing possible metastasis
with early diagnosis of clinicians. There are many studies in literature that carry out diagnosis
of cancer in the clinic. In these studies, machine learning and deep learning applications are
frequently applied for cancer classification. Similarly, in this study, diagnosis of breast cancer
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over thermal images with the help of deep learning methods was discussed. The images used
in the study were taken open access made available in the DMR-IR dataset. Some preprocessing
was done on the images before manual and automatic segmentation methods were applied to
segment the breast regions on images. In the manual segmentation process, the mask of the
breast regions whose localization information was recorded with VIA was created and the
segmentation was performed by subtracting the mask from the original image. In the automatic
segmentation process, segmentation was done using Mask R-CNN and U-NET techniques.
Segmentation performance analysis was performed for these two methods and classification
operations were done with Mask R-CNN, which realized 0.9896 accuracy, 0.9413 Dice and
0.8900 Jaccard. Breast cancer classification was carried out using seven pre-trained
architectures (InceptionV3, MobileNet, MobileNetV2, ResNet50, VGG16, VGG19 and
Xception) with thermograms consisting of images segmented by manual and Mask-RCNN
methods. As a result, MobileNet and InceptionVV3 architectures provided the 100%
classification success in test data accuracy, precision, sensitivity and F1 Score.

Keywords: Thermal imaging, Breast lesion, Classification, Segmentation, Mask R-CNN, U-
Net, Transfer learning

1. Giris

Akciger ve kolon kanseriyle birlikte kadinlarda en sik goriilen kanser tiirlerinden biri olan
meme kanseri, kardiyovaskiiler kanserlerden sonra oliimii en fazla tetikleyen kanserdir
[1]. Kiiresel Kanser Gozlemevi’nin (GLOBOCON) 2020 yilindaki verilerine gére meme
kanserinden 6liim oranin %13.6 ve insidans oraninin %11.7 oldugu raporlanmistir [2].
Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi meme kanserinde de erken teshis hasta sag kalimim
artiran oldukga 6nemli bir etkendir. Klinikte hasta tanisinin konulabilmesi i¢in dncelikle
lezyonun goriintiilenmesi ¢alisilir ve silipheli bir durum goriindiiglinde ise biyopsi
yapilarak patoloji sonucuna gore kanser teshisi tamamlanir. Ancak bu yontem kanser
teshisinin konulmasinda altin standart olarak gosterilse de biyopsinin uygulanan bolgede
kanama, morarma ve enfeksiyon gibi riskler barindirdig: bilinen bir durumdur. Klinikte
uygulanan goriintiileme yontemleri arasinda ise mamografi altin standart olarak kabul
edilir. Bu yontemin non-invaviz olmasi ve kiiciik boyutlu meme Kkitlelerini tespit
edebilmesi gibi avantajlar1 bulunurken hasta konforunu bozmasi, iyonlastiric1 radyasyon
icermesi ve yogun dokularda goriintiilemenin zorlasmas:t gibi dezavantajlar1 da
mevcuttur.

Mamografi ve klinikte kullanilan diger goriintiileme yontemlerinin (Ultrason, MRG vs.)
dezavantajlarinin Oniine gecilebilen hasta konforunu bozmayan, iyonize radyasyon
icermeyen ve uygun maliyetli yeni goriintiileme metotlarimin klinikte kullanilmasi
yayginlagsmalidir. Bu baglamda son yillarda literatiirde termal kameralarin meme lezyonu
goriintiileme yontemlerinde ¢alismalart siklikla yer aldigi goriilmektedir. Cisimlerden
yayilan elektromanyetik radyasyonun elektrik sinyallerine ¢evrilmesiyle sicaklik bilgisini
tespit edebilen bu kameralar lezyonlu dokularin bulunduklar1 bolgedeki metabolizma hizi
ve kan akig hizin1 artirmasi sebebiyle olusan sicakligin haritalanmasini saglar. Bu
yontemin girisimsiz olmasi, iyonize radyasyon icermemesi ve hasta konforunu
bozmamas1 gibi avantajlar1 vardir. Yine de lenf nodiilleri gibi yogun damar yapilarim
lezyonlu yapilara benzetmesi yanlis teshise sebep olabilmektedir. Ancak goriintii isleme
ve yapay sinir aglarinin kullanilmasi ile bu dezavantajin 6niine gecilebilmektedir.

Termal goriintiileme yontemi aktif ve pasif olmak iizere iki farkli sekilde
uygulanmaktadir. Pasif termografi dogrudan nesneler iizerinden yayilan sicaklik
bilgisinin alinarak gOriintiiniin  olusturulmasim1  saglar. Aktif termografi ise
goriintiilenecek bolgenin bir dis uyaran (1sitma-sogutma) etkisiyle sicakliginin
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degistirilmesi ve 1sinarak ilk sicakliga doniiliirken belirli araliklarda goriintiilemenin
yapilmasi seklinde uygulanir [3]. Literatiirde bu yontemlerle toplanan termogramlar
lizerinden kanser teshisini yapay zeka uygulamalar1 yardimiyla gergeklestiren birgok
caligma mevcuttur [4, 5].

Yapay zeka uygulamalar1 makine 6grenmesi ve derin 6grenme olmak tizere iki sekilde
calisilmaktadir [6, 7]. Makine 6grenmesi ¢aligmalarinda da oldukga basarili siniflandirma
islemleri yapilabilse de aliman goriintiiler {izerinde ¢esitli 6zellik ¢ikarimi ve se¢imi
islemlerinin manuel olarak yapildigindan goriintiiniin yap1 ve bilesimi ihmal edilebildigi
bilinmektedir [8]. Derin 6grenmede ise makine Ogrenme algoritmalarin aksine
goriintiiden Ozellik c¢ikarimi islemleri otomatik olarak yapildigindan daha yiiksek
dogrulukta sonuglar elde edilebilmektedir [9]. Ancak bu yontem ile yapilan ¢alismalarda
modellerin egitiminin saglikli bir sekilde yapilabilmesi icin biiyiik veriler ile egitilmesi
ve giiclii bilgisayarlarin kullanilmasi gerekmektedir. Biyomedikal alanda ise goriintii
toplanmasi islemleri genellikle sinirli oldugundan dnceden egitilmis aglar kullanilarak az
sayida goriintii ile basarimin artirilmaya calisildigi transfer 6grenme ¢alismalart siklikla
tercih edilmektedir [5, 10].

Literatiirde yer alan c¢alismalara goére meme kanseri teshisi i¢in derin &grenme
calismalarinin diger geleneksel makine Ogrenmesi ¢aligmalarina gore daha basarili
sonuclar verdigi bilinmektedir. Bu c¢aligmalarda genellikle meme kanseri teshisi icin
algilama, boliitleme ve siniflandirma ¢aligmalart yapilmistir [11-14].

Schaefer, et al. [15] meme kanseri teshisini ortalama sicaklik, iki memenin sicaklik farki,
sicakligin standart sapmasi, medyan sicaklik gibi istatistiksel 6zellikler {izerinde bulanik
siiflandirma yontemi kullanarak ¢alismiglardir. Sonug olarak kanserli ve saglikli lezyon
tespitini siniflandirma basarimlarinin %80 oldugunu raporlamislardir.

Acharya, et al. [16] meme kanseri teshisi i¢in doku 6zelliklerinin ¢ikarilmasiyla elde
edilen bilgileri Destek Vektér Makinesi (DVM) ile siniflandirmis ve %88.1 dogruluk,
%85.71 duyarlilik ve %90.48 6zgiilliik elde edildigini belirtmislerdir.

Mookiah, et al. [17] meme kanseri teshisi i¢in doku Ozellikleri ve Ayrik Dalgacik
Doéniistimii  (Discrete Wavelet Transform, DWT) ile birlikte makine 0grenmesi
algoritmalar1 ile siniflandirilmasini ¢alismislardir. Karar Agaci ve Bulanik Sugeno
algoritmalarinda %93.3 dogruluk, %86.7 duyarlilik ve %100 o6zgiillik degerleri ile
yiiksek basarim elde etmislerdir.

Golestani, et al. [18] termal meme goriintiileri iizerinden lezyonlu bdlgelerin
boliitlenmesini ¢alismislardir. Boliitleme islemleri i¢in k-ortalamalar, bulanik c-
ortalamalar ve seviye belirleme algoritmasi kullanilmis ve bu yontemler arasinda en iyi
boliitlemeyi seviye belirleme algoritmasinin yaptigini nitel olarak ortaya koymuslardir.

Milosevic, et al. [19] termogramlar iizerinden Gri Diizey Birlikte Olusum Matrisi (Gray
Level Co-Occurrence Matrix, GLCM) kullanarak 6zellik ¢ikarimi uygulamis ve SVM,
K-NN ve Naive Bayes ile siniflandirma yapmay1 amacglamis ve sonug olarak K-NN
algoritmasi ile %92.5 dogruluk basariminin elde edildigini raporlamiglardir.

Pramanik, et al. [20] Dalgacik Doniisiimii ile 6zellik ¢ikarimi iglemleri uygulandiktan
sonra Ileri Beslemeli Cok Katmanli Algilayic1 (Feed-Forward Multilayer Perceptron
Network, MLP) algoritmasi ile siniflandirilma konusunu ¢alismislar ve %90.48 dogruluk,
%387.6 hassasiyet ve %89.73 6zgiilliikk degerlerinin elde edildigini raporlamislardir.

Baffa and Lattari [3] statik ve dinamik termal goriintiileme ile elde edilen iki farkli veri
seti kullanarak meme kanseri teshisini amaglamiglardir. Veri setinden alinan goriintiiler
Evrisimli Sinir Ag1 (Convolutional Neural Network, CNN) ile siniflandirilmis ve statik
termal veri setinde %98 dogruluk ve dinamik veri setinde ise %95 dogruluk elde
edilmistir.
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Karim, et al. [4] el yordamiyla yapilan boliitleme islemlerinin ardindan GLCM ile 6zellik
c¢ikarimi ve DVM ile siniflandirma yaparak termogramlar iizerinden meme kanseri teshisi
konusunu c¢alismiglar ve %91.25 dogruluk, %93.3 duyarlilik ve %90 o&zgiillik
degerlerinin elde edildigini belirtmiglerdir.

Fernandez-Ovies, et al. [21] ESA ile transfer Ogrenme kullanarak termal meme
goriintiileri lizerinden meme kanseri siniflandirmasi yapmis ve transfer Ogrenme
calismasinda ResNetl8, ResNet34, ResNet50, ResNetl52, VGG16 ve VGGI9
mimarilerini kullanmislardir. En yiiksek siniflandirma basarimini %100 dogruluk degeri
ile ResNet34 ve ResNet50 mimarilerinin elde ettigi raporlanmistir.

Tello-Mijares, et al. [22] Gradyan Vektor Akis Yilanlar (Gradient Vector Flow Snakes,
GVEFES) ile boliitleme islemlerini uyguladiktan sonra ESA, TRF, MLP ve Naive Bayes
algoritmalari ile termogramlar iizerinden meme kanseri teshisini ¢alismislardir. Sonug
olarak TRF ile %85.71, MLP ile %88.88 ve NV ile %80.95 smiflandirma basarimi
saglanirken ESA ile %100 dogruluk elde etmislerdir.

Liang, et al. [23] ultrason goriintiileri tizerinden Mask R-CNN mimarisini kullanarak
meme lezyonlarinin boliitlenmesi ve siiflandirilmasini ¢alismiglardir. Konvansiyonel
elastik (conventional elastic), yalnizca kati (rigit-only) ve ¢ok 6lgekli stiper piksel elastik
(multi-scale super-pixel elastic) olmak {izere ti¢ farkli grupta ¢alisma yapilmis ve sonug
olarak yalnizca kati1 grubunda %77.62, konvansiyonel elastik grupta %78.50 ve ¢ok
Olcekli siiper piksel elastik grubunda %80.42 siniflandirma basarimlarinin elde edildigi
bildirmislerdir.

Chiao, et al. [24] ultrason goriintiileri tizerinden meme kanseri teshisi igin Mask R-CNN
mimarisini kullanmiglar ve lezyon bdlgesinin tanimlanmasmin 0.75 mAP ve
siiflandirma bagariminin %85 oldugunu raporlamislardir.

Faroog and Corcoran [25] termogramlar iizerinden meme kanseri teshisi i¢in Kontrast
Sinirli Uyum Histogram Esitleme (Contrast Limited Adaptive Histogram Equalization,
CLAHE) ve normalizasyon islemleri ile 6n islemler gerceklestirmis ve ardindan 6nceden
egitilmis Inception V3 mimarisi ile transfer 6grenme uygulamislardir. Sonug olarak test
verilerinde %80 dogruluk, %83.33 hassasiyet ve %77.77 oOzgiilliik degerleri elde
etmislerdir.

Zuluaga-Gomez, et al. [5] meme kanseri teshisi i¢in 6n islem ve boliitleme islemlerinin
ardindan  Onceden  egitilmis  ResNet, SeResNet, InceptionV3, VGGI6,
InceptionResNetV2 ve Xception mimarileri ile transfer 6grenme ve kendi gelistirdikleri
CNN mimarisi ile siiflandirma konusunu ¢aligmiglardir. Sonug olarak kendi mimarileri
ile %92 dogruluk, %94 kesinlik ve %91 duyarlilik degerlerinin 6nceden egitilmis
mimarilerden daha yliksek oldugunu raporlamiglardir.

Ghayoumi Zadeh, et al. [26] meme bolgelerinin boliitlenmesinde yar1 otomatik ve yapay
sinir aglar1 kullanilarak boéliitleme islemleri uygulanmistir. Uygulanan boliitleme
islemlerinin ardindan ortalama, standart sapma, enerji, entropi ve homojenite ile elde
edilen ozellikler kullanilarak oto kodlayici ile siniflandirma ¢alisilmistir. Sonug olarak
test verilerinde %94.87 dogruluk, %87.5 hassasiyet ve %96.77 6zgiilliikk degerleri elde
etmislerdir.

Civilibal ve arkadaglar1 2023 yilinda yaptiklar1 calismada termogramlar {izerinden meme
lezyonlarinin otomatik tespiti, segmentasyonu ve siniflandirilmas: icin Mask R-CNN
kullanarak Res-Net50 mimarisi ile %97.1 Dogruluk, 0.921 Ortalama Hassasiyet (Mean
Average Precision, mAP) ve 0.868 Ortiisme Puan1 basarimini elde etmislerdir [27].

Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde, meme kanseri teshisi icin mamogram, ultrason
ve termal goriintiileme yontemlerinin kullanildigi, elde edilen goriintiilerin makine
O0grenmesi ve derin 6grenme yontemleri ile siniflandirma ve boliitleme caligmalarinda
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siklikla yer aldigi goriilmektedir. Yapilan caligmalarda genellikle hasta bazinda bir
simiflandirma veya termogramlar iizerinde yer alan en sicak bolgelerin boliitlenmesiyle
elde edilen goriintiilerin siniflandirilmasi ¢alisilmistir. Bu ¢alismada hasta bazinda degil
meme bazinda ¢alisilmis ve termogram iizerinde en sicak bdlgenin degil meme bolgesinin
boliitlenmesi amaglanmistir. Béylece hastanin kanserli birey oldugu bilgisinin yan1 sira
hangi memesinin kanserli oldugu tanisi da yapilabilmistir. Meme bdlgesinin
boliitlenmesinin ardindan termogram iizerinde sadece meme bolgesinde yer alan sicak
bolgeye odaklanilmasi hedeflenmis ve ardindan elde edilen goriintiiler ile transfer
O0grenme uygulanarak siniflandirilmasi ¢alisilmistir. Bu sekilde yapilan kanser teshisinin
girigsimsiz olmasi, hasta konforunu etkilememesi ve zararli radyasyon i¢cermemesi ile
beraber olabildigince hizl1 yapilmasi hedeflenmistir.

Bu calismada, meme kanseri teshisi i¢in termogramlar {izerinden derin O0grenme
kullanilarak meme bolgelerinin boliitlenmesi ve siniflandirilmasi yapilmistir. Calismada
kullanilan veriler erigsime agik bir kaynakta sunulan [28] veri setinden alinmistir. Veri
setinden alinan gorintiiler boliitleme islemlerinden 6nce VIA web programi kullanilarak
meme bolgeleri isaretlenip “.json” uzantisiyla kaydedilmistir. Kaydedilen dosya
kullanilarak hem manuel hem de otomatik boliitleme islemleri yapilmistir. Manuel
boliitleme i¢in isaretlenmis meme bolgeleri kullanilarak meme maskeleri olugturulmus ve
goriintiiniin geri kalanindan ¢ikarilarak boliitlenmistir. Otomatik boliitlemede ise elde
edilen lokalizasyon bilgileri kullanilarak Mask-RCNN ve U-Net ile otomatik boliitleme
test edilmistir. Boliitleme islemlerinin ardindan dnceden egitilmis evrigimsel sinir aglari
ile transfer 6grenme uygulanarak siniflandirma yapilmistir. Siniflandirma iglemlerinde
manuel ve Mask-RCNN ile elde edilen boliitlenmis goriintiiler ayr1 ayri test edilmistir.
Calisma sonunda ise kullanilan yOntemlerin  siniflandirma  performanslar
degerlendirilmistir.

2. Materyal ve Metot

Bu ¢aligmada termal meme goriintiileri izerinden meme kanseri teshisi ele alinmistir.
Calisma kapsaminda tasarlanan sistemin akis semas1 Sekil 1°de verilmistir.

()Visual Lab - =
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Veri Setinden Gériintiilerin Toplanmast

Otomatik

——
Segmentasyon Kirpma

Manuel
Segmentasyon |

Gorinti
Cakigtirma

Maske olusturma Siniflandirma

Sekil 1. Calisma kapsaminda tasarlanan sistemin akis semasi

Calisma kapsaminda Silva ve ark. (2014) tarafindan paylasilan termal meme goriintiileri
kullanilmistir. Bu veri seti meme kanseri hastalarindan ve saglikli hastalardan alinan
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termogramlar ve mamogramlardan olugsmaktadir. Veri tabanindan alinan termal meme
goriintiileri FLIR SC-620 termal kamera kullanilarak 19 saglikli ve 37 meme kanseri
hastadan alinmistir. Toplanan meme goriintiileri 640*480 piksel ¢oziiniirliikte ve hasta
basia 20 adet “.txt” dosyasindan olusmaktadir. Sekil 2’de veri setini temsilen dort
hastanin 6rnek termogram goriintiileri verilmistir. Hastalardan meme termogramlarinin
alimi statik ve dinamik termografi olmak iizere iki farkli prosediirde alinmistir. Statik
goriintiilemede hastalar belirli bir siire oda sicakliginda bekledikten sonra kameraya esit
mesafede dnden, 45 derece sag, 90 derece sag, 45 derece sol ve 90 derece sol olmak tizere
farkli pozisyonlarda goriintiiler toplanmistir. Dinamik termografide ise meme bdolgeleri
sogutucu fan yardimiyla belirli siire sogutulduktan sonra 5 dakika boyunca her 15
saniyede goriintiisii toplanmistir.

@ (b) (d)
Sekil 2. Veri setinden alinan 6rnek termogramlar (a) saglikli, (b) lezyonlu, (¢) mastektomili ve (d)
asimetrik meme dokusu [28].

Meme bolgelerinin boliitlenmesi islemleri i¢in Oncelikle goriintiler VGG Image
Annotator (VIA) [29] kullanilarak meme dokusunun lokalizasyon bilgileri “json”
dosyast bi¢ciminde kaydedilmistir. Sekil 3’te verilen goriintiilerin VIA ile konturlanmis
halleri verilmistir.

(d)

Sekil 3. VIA ile konturlanan termogramlar (a) saglikli, (b) lezyonlu, (c) mastektomili ve (d) asimetrik
meme dokusu [28].

Isaretlenen meme bolgeleri ile manuel ve otomatik olmak iizere iki farkli boliitleme
yontemi denenmistir. ilk denemede isaretlenen meme bélgeleri kullanilarak meme
maskeleri olusturulmus ve orijinal goriintii ile ¢akistirlarak béliitleme yapilmustir. Tkinci
denemede ise Mask-RCNN ve U-Net metotlar1 ile otomatik boliitleme galigilmistir.
Boliitleme islemlerinin ardindan Onceden egitilmis evrigimsel sinir aglar ile transfer
O0grenme uygulanarak siniflandirma yapilmistir. Siniflandirma islemlerinde manuel ve
Mask-RCNN ile elde edilen boliitlenmis goriintiiler ayr1 ayri test edilmistir. Caligma
sonunda ise kullanilan yontemlerin siniflandirma performansi degerlendirilmistir.

2.1 Ag mimarisi

Bu ¢alismada siniflandirma islemleri i¢in literatiirde bir ¢ok c¢alismada da kullanilan ve
kanser smiflandirmasinda basarili sonuglar verdigi raporlanan Evrisimsel Sinir Aglar
kullanilmistir. Evrigimsel sinir aglar1 tibbi goriintiiler lizerinde algilama, boliitleme ve
simiflandirma ¢alismalarinda siklikla kullanilan derin 6grenme mimarileridir [30]. Bu
mimarilerde girig katmani ile alinan goriintiilerin boyutlandirilmas: yapildiktan sonra
evrigsim ve havuzlama katmanlari ile 6zellik ¢ikarimlart yapilir. Cikarilan 6zellikler tam
baglantili katmanda siniflandirilarak ¢ikis katmanina iletilerek siniflandirma islemi
tamamlanir [31]. Sekil 4’te ESA mimarisinin genel semasi1 verilmistir. C1..Cp tasarlanan

145



DOI: 10.29233/sdufeffd.1141226 2023, 18(2): 140-156

modelde kullanilan konvoliisyon katmani sayisini, P1..Pn ise modelde kullanilan

havuzlama katmani sayisini belirtmektedir.
Konvolisyon Havuzlama Tam Baglantili
Katmam Katmam Katman

Giris Katmam

) Malin degil
—

Sekil 4. Evrisimsel sinir ag1

Bu caligmada meme bolgelerinin otomatik olarak boliitlenmesi igin ESA mimarisinin bir
alt ag1 olan Mask R-CNN ve biyomedikal goriintiilerin boliitlenmesinde siklikla tercih
edilen U-NET mimarileri ele alinmistir. Mask R-CNN mimarisi genellikle sinirlt sayida
veri igeren ve bdliitleme islemlerinin zor oldugu c¢alismalarda tibbi goriintiilerde
maskeleme ve siniflandirma islemlerinde kullanilir [23, 24]. Bu mimari ii¢ basamaktan
olusan ve ilk basamaginda goriintii tizerinde bir kez ¢alistirilacak olan ResNet, VGG ve
Inception gibi mimarileri omurga olarak alip bdlge onerisi verilerek sinirlayici kutular
olusturulmasini igerir. Ikinci basamakta bolge onerisi verilen sinirlayict kutular igerisinde
yer alan nesnenin siniflandirilmas1 yapilir. Ugiincii ve son boliimde ise smirlandirilmis
kutu igine alimmis nesnenin bolitlenmesi yapilir [32]. Sekil 5’te Mask R-CNN
mimarisinin ¢aligma semas1 verilmistir.

Rol Siniflandirmas: ve Sinirlayici Kutu Regresyonu
Tam Baglantili Katmanlar

Ozellik Cikarimi

ResNet 50/101-FPN Siniflandirma

Ozellik

Haritalar: =
1 -
Rol Align Katmant - Sinirlayict
Tam Baglz?ntlh Kutu
Girig Katmanlar Koordinatlart
Tam Baglantili Katmanlar
I Konv, )
-
3x3 Konv. ikili Siif ' (
1x1 Konv. L
. Tam Baglantili Katmanlar
Bbox Regresorii_/ Rol Adaylar :
Bolge Aday Aglar Segmentasyon Maskesi

Sekil 5. Mask R-CNN mimarisi [33]

U-Net ise smirli sayida veri toplanabilen biyomedikal goriintiilerin piksel bazli
boliitlenmesi islemlerinde siklikla kullanilan ve yiiksek basarimlar elde edilen bir
mimaridir [34]. Sekil 6’da gosterildigi gibi “U” harfine benzeyen iki ayakli ¢alisan bir
mimari olup “Encoder” olarak adlandirilan ilk ayaginda goriintii boyutu stirekli
azaltilarak goriintiiniin ne oldugu 6grenilirken, “Decoder” denen ikinci ayaginda goriintii
boyutu artirilarak goriintiiniin nerede oldugu bilgisi 6grenilmeye ¢aligilir. Mimari ilk
katmandan son katmana kadar sadece evrisim katmanlarindan olusur ve ¢ikis katmaninda
yiiksek ¢oziliniirliiklii boliitlenmis goriintii haritasi ile boliitlemeyi galisir [35].
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Sekil 6. U-Net mimarisi [34]
Sinirli sayida veri bulunan calismalarda model basarimin artirilmasi i¢in kullanilan
transfer 6grenme ile 6nceden egitilmis modellerin nesne taniyabilme kabiliyetlerinin yeni
problemler tizerinde kullanilmasi siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu sekilde modellerin
sifirdan nesne tanimakla ugrasilmadan O©nceden O&grenilmis bilgiler {iizerinden
smiflandirma igin kullanilmasiyla ¢aligma hizlanmis olur [36, 37].

2.2 Boliitleme basarimi degerlendirme yontemi

Calismada bilinen ve boliitlenmis gortintiiler kullanilarak egitilen modellerin béliitleme
performanslart Dogruluk, Duyarlilik, Ozgiilliik, F1 skoru, Kesinlik, MCC, Dice ve
Jaccard indeksleri ile degerlendirilmistir. Sekil 7°de gosterilen iki farkli kiime, tespit
edilen ve bilinen meme goriintiisii iceresine denk gelen her bir pikselin tek tek sayilmasi
ile kiimelenmesini temsil etmektedir

Dogru Pozitif (DP): Referans goriintiide maskelenmis bir bolgede yer alan bir pikselin
boliitlenmis sonug goriintiisiinde de maskelenmis bolge icerisinde bulundugu durum.
Dogru Negatif (DN): Referans goriintiide maskelenmis bir bolgede yer almayan bir
pikselin boliitlenmis goriintiide maskelenmis bolge i¢inde yer almadigi durum.

Yanhis Pozitif (YP): Referans goriintiisiinde maskelenmis bolge icerisinde yer almayan bir
pikselin boliitlenmis goriintiide maskelenmis bolge igerisinde yer aldig durum.

Yanhs Negatif (YN): Referans goriintiistinde maskelenmis bir bolge icerisinde bulunan

bir pikselin boliitlenmis goriintiide maskelenmis bolge icerisinde yer almadigi durum
[38].

Bilinen Meme Sinin Tahmin Edilen Meme Simin

DN

Sekil 7. Boliitleme performansinin degerlendirilmesi

Bilinen ve bdliitlenmis goriintii icerisinde yer alan tiim piksellerin konum bilgilerinin
tespitinin ardindan DP, DN, YP ve YN sayilar1 hesaplanir ve bu degerler yardim ile

boliitleme basarimlar agsagidaki formiiller kullanilarak hesaplanir [38].
DP + DN

DP +DN +YP +YN (1)

Dogruluk =
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DP
-7 2
Duyarlilik DP T VN 2
DN
Sgillik = —N 3
Ozgullik DN+ VP ( )
DP
- SR 4
Kesinlik (Precision) DP VP (4)
DP * DN —YP xYN
McC = ®)
JP +YP) x (DP + YN) x (DN + YP) (DN + YN)
2xDP
o 6
Dice = DPTYP+ YN ©)
DP
- L o5 7
Jaccard Indeksi DP+YP+YN (7)

2.3 siniflandirma basarimi degerlendirme yontemleri

Calismada smiflandirma performansinin degerlendirilmesi ig¢in literatiirde siklikla
rastlanan Karmagiklik Matrisi (Confusion Matrix) yontemi kullanilmistir. Bu matrislerde
bilinen gergek sonuglar ile tahmin edilen yanitlar yer alinir [30]. Sekil 8’de karmagsiklik
mMatrisinin tanimi verilmistir.

Dogru Pozitif (DP): Tiimorlii memenin “tiimor var” olarak tahmin edilmesi.

Yanlis Negatif (YN): Timorli memenin “tiimor yok™ olarak tahmin edilmesi.

Yanlis Pozitif (YP): Timorlii olmayan memenin “tiimor var” olarak tahmin edilmesi.
Dogru Negatif (DN): Timorlii olmayan memenin “timor yok™ olarak tahmin edilmesi.

Tahmin (Prediction)
Var Yok

Dogru Pozitif Yanhg Negatif
(True Positive, TP) | (False Negative, FN)

Var

Yanlis Pozitif Dogru Negatif
(False Positive, FP) | (True Negative, TN)

Bilinen Gergek (Actual)
Yok

Sekil 8. Karmasiklik matrisi [39]

Karmagiklik matrisi ile elde edilen bilgiler kullanilarak modelin dogrulugu, hassasiyeti
ve Ozgiilliikk degerleri asagidaki formiiller yardimiyla hesaplanmistir [22].

Dogruluk (A = TN 8)
ofruluk (Accuracy) = Fp— N TP T FN
TP
L . _ 9
Kesinlik (Precision) TP+ FP ( )
TP
D R = — 10
uyarlilik (Recall) TP+ FN ( )

Kesinlik * Duyarlilik

F1 F1 =2
Skor (F1 Score) . Kesinlik + Duyarlilik

(11)

3. Bulgular

Bu calismada kullanilan veri setinde 56 hastadan (19 saglikli ve 37 hasta) alinan, kisi basi
20 ornekten olusan, toplamda 1120 adet termal meme goriintiisii yer almaktadir. Her
goriintiide yer alan meme bdlgelerinin lokalizasyon bilgileri VIA web yazilimi
kullanilarak etiketlenmis ve “.json” uzantisiyla kaydedilmistir. Elde edilen goriintiilerin
rastgele %80°1 (896 adet goriintii) egitim seti, geriye kalan %20’si (224 adet goriintii) test
seti olarak belirlenmistir. Toplamda 1182 saglikli meme ve 610 kanserli meme
goriintiileri ile egitilip, 298 saglikli meme ve 150 kanserli meme goriintiisii ile test
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edilmistir. Meme bdlgelerinin béliitlenmesi igin iki farkli yontem &nerilmistir. Ilk
yontemde elde edilen lokalizasyon bilgileri yardimiyla meme bolgelerinin maskeleri
Sekil 9°da goriildiigii gibi olusturulmus ve her maske orijinal goriintiisiinden ¢ikarilarak
boliitleme yapilmustir. Ikinci yontemde ise Mask R-CNN ve U-NET ile otomatik
boliitleme ¢alisilmistir.

Manuel boliitlenmis goriintiiler ile egitimi yapilan mimarilerin test islemlerinde hem
manuel boliitlenmis hem de otomatik béliitlenmis goriintiilerin testi yapilmistir. Buradaki
amag bir uzman goriisii ile boliitlenmis meme goriintiileri ile egitimi yapilan mimarinin
tekrardan boliitlenme isleminin olmamasi i¢in otomatik bdliitlenerek islem yiikiiniin
azaltilmasi hedeflenmistir. Bu sekilde yeni goriintiilerin sisteme eklenmesi halinde model
otomatik boliitleme yapip ardindan test islemlerini gergeklestirmektir. Sonuglarda hem
manuel boliitleme hem de otomatik boliitleme sonuglarinin verilmesi egitilen boliitleme
mimarilerinde uzman gibi boéliitleme yapip sonuglarinin olduk¢a yakin oldugunu
gostermek i¢in verilmistir.

a) b) c)
Sekil 9. Bir hastanin a) meme dokusunun VIA ile béliitlenmis hali, b) sag ve sol memenin ikili (binary)
maskeleri ve ¢) sag ve sol memenin boliitlenmis halleri

Sekil 9.c’de goriildiigii gibi siyah arka plan meme bdlgesine oranla goriintii izerinde daha
fazla yer kaplamaktadir. ESA mimarilerinin egitiminde giris katmanlarina goriintiiler
verilirken yapilan boyut azaltmasi isleminde siyah bdlgenin siniflandirma agisindan
herhangi bir 6nemi olmadigindan meme dokusu disinda kalan alan Sekil 10’da
gosterildigi gibi kirpilmstir.

a) b)
Sekil 10. Bir hastanin kirpilan (a) sol ve (b) sag meme goriintiileri

Otomatik boliitleme igin U-Net ile yapilan boliitleme iglemlerinde her goriintiideki
konturlanmis meme bdlgelerinin x ve y koordinatlar1 kullanilarak olusturulan maskeler
yardimu ile orijinal goriintlinlin egitimleri yapilmis ve test verilerinin boliitlenmesi ele
alimmugtir. Otomatik boliitleme i¢in uygulanan bir diger yontem olan Mask R-CNN
mimarisinde ise dnceden egitilmis ResNet101 mimarisi omurga alinarak “.json” dosyasi
ile model egitimi ve sonra test verilerinde boliitleme yapilmistir.

Boliitleme performanslarinin degerlendirilmesi icin her iki boliitleme metodu ile elde
edilen goriintiiler orijinal kirpilmis goriintiilerle karsilastirilmistir. Karsilastirma islemleri
iki farkli yontemle elde edilmis goriintiilerdeki pikseller tek tek kontrol edilerek
gergeklestirilmistir. Kullanilan her iki metodun sonuglar1 gorsel olarak Sekil 11°de ve
sayisal olarak Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Otomatik boliitleme i¢in kullanilan metotlarin basarim metrikleri
Dogruluk Duyarliik Ozgiillik Kesinlik MCC Dice Jaccard
Mask R-CNN  0.9896 0.9253 0.9962 0.9605 0.9366 0.9413 0.8900
U-Net 0.9718 0.8701 0.9917 0.9555 0.8946 0.9086 0.8365
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d) €)
Sekil 11. Otomatik boliitleme i¢in kullanilan metotlarin sonug goriintiileri, a) orijinal goriintii, b) VIA ile
etiketlenmis referans sag ve sol meme goriintiileri, ¢) VIA ile etiketlenmis U-Net i¢in kullanilan referans
sag ve sol meme goriintiileri, d) Mask R-CNN béliitlemesinin sonucu ve e) U-Net boliitlemesinin sonucu

Sekil 11 ve Tablo 1 incelendiginde Mask R-CNN mimarisinin U-Net mimarisine gore
daha basarili boliitleme gergeklestirdigi  goriilmektedir. Bu sebeple otomatik
simniflandirma ¢aligmasinda Mask R-CNN ile bdliitlenen ve Sekil 12°de goriildiigii gibi
meme hacmi ilk yontemde oldugu gibi siyah arka plandan kirpilan meme goriintiileri
kullanilmuastir.

(@) (b)
Sekil 12. Bir hastanin meme goriintiisiiniin Mask R-CNN ile otomatik boliitleme sonucu elde edilmis a)
maskeli hali, b) sol ve sag memenin boliitlenmis hali ve c¢) boliitlenmis bdlgelerin kirpilmis hali

Calismanin bu asamasindan sonra siniflandirma islemi i¢in iki farkli yaklagim paralel
olarak test edilmistir. ilk yaklasim elle bliitlenmis meme goriintiileri, ikinci yaklasim ise
Mask RCNN ile boliitlenmis meme goriintiilerinin kullanildig1 veri setini icermektedir.
Calismada her iki yaklasim i¢in transfer 6grenme modelleri ayn1 egitim goriintiileri
(896*2=1792 karpilmis termal meme goriintiisii) ile 100 devir sayist ve 32 y18in boyutu
kullanilarak egitilmistir. Egitim sirasinda kullanilan hiperparametreler Tablo 2’de
gosterilmistir.
Tablo 2. Transfer 6grenme modellerinin egitiminde kullanilan hiperparametre ve degerleri
Hiperparametreler Degerler

Optimizasyon Algoritmas1 ~ Adam
Aktivasyon Fonksiyonu  Softmax

Ogrenme Hizi 0.001
Devir Sayist 100
Y1gin Boyutu 32

Manuel ve otomatik béliitleme ile kirpma islemlerinin sonucunda elde edilen goriintiilerin
simiflandirilmasi i¢in transfer 6grenmede kullanilan 6n egitimli ESA’lar (InceptionV3,
MobileNet, MobileNetV2, ResNet50, VGG-16, VGG-19 ve Xception) ele alinmustir.
Tablo 3’de bu modellerin egitim ve test islemlerinin siireleri karsilagtirilmistir.

Tablo 3. Transfer 6grenmede kullanilan transfer 6grenme modellerinin egitim ve test siireleri
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Toplam Calisma Siireleri (sn)

Test
Egitilmis Aglar Egitim 1. Yaklasim 2. Yaklagim

InceptionV3 3200 41 40
MobileNet 3300 25 20
MobileNetV2 3700 21 20
ResNet50 3500 64 62
VGG16 3400 138 141
VGG19 3600 167 171
Xception 4065 72 74

Egitim ve test islemlerinin ardindan modellerin smiflandirma performanslarinin
degerlendirilmesi i¢in karmasiklik matrisleri kullanilmistir. Tablo 4’de gosterildigi gibi
her model i¢in egitim, ilk yontem ve ikinci yontem olmak {izere ii¢ farkli karmagiklik
matrisi olusturulmustur.

Tablo 4. Transfer 6grenmede kullanilan transfer 6grenme modellerinin egitim ve test siireleri

TP FN FP TN Sure

(sn)

Inceptionv3d 610 O 1 1181 1.79
MobileNet 610 0 3 1179 184

£ MobileNetv2 608 2 6 1176 2.06
£ ResNets0 610 0 2 1180 1.95
= VGG16 5890 21 3 1179 1.90
VGG19 504 16 8 1174 201
Xception 610 O 0 1182 2.27
Inceptionv3d 150 O 0 298 0.09

g MobileNet 150 O 0 298 0.06
Z” MobileNetv2 148 2 1 297 0.05
% ResNet50 147 3 1 297 0.14
e VGG16 145 5 2 296 031
= VGG19 148 2 4 294 037
Xception 149 1 0 298 0.16
Inceptionv3 150 0 0 298 0.09

= MobileNet 150 0 0 298 0.05
Z MobileNetv2 149 1 3 295 0.05
% ResNet50 150 0 1 297  0.05
Y VGG16 147 3 4 294 0.32
~ VGG19 146 4 4 294 0.38
Xception 149 1 0 298 0.17

Tablo 4’de verilen karmagsiklik matrisleri incelendiginde kanserli meme tespitini en
yiiksek basarim ile gergeklestiren mimarilerin InceptionV3, MobileNet, MobileNetV2 ve
ResNet50 oldugu goriiliirken saglikli memelerin tespitini ise en yiliksek basarimda
Xception, VGG16 ve VGG19 mimarilerinin yaptig1 goriilmistir. VGG16 ve VGG19
mimarileri saglikli memeleri tespit etmekte gosterdigi basarinin aksine diger mimarilere
gore en disik kanserli meme tespitini gerceklestiren mimariler olmustur. Egitim
basarimlar1 incelendiginde kanserli meme teshisinde %100 basarimi ile en yiiksek
basarimi gosteren mimariler Xception, InceptionV3, MobileNet ve ResNet50 mimarileri
olmustur. Saglikli memelerin tespitini en yliksek Ozgiilliikk degeri ile gerceklestiren
mimariler ise Xception ve InceptionV3 olmustur.

Calismanin sonucunda elde edilen karmasiklik matrisleri kullanilarak Dogruluk,
Kesinlik, Duyarlilik ve F1 Skor degerleri hesaplanmis ve elde edilen degerler yardimiyla
modellerin siniflandirma performanslart Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Transfer 6grenme modellerinin bagarim oranlar1 (E: egitim; T: birinci yontem i¢in test; M: ikinci
yontem igin test)
Dogruluk Kesinlik Duyarhilik F1 Skoru
Modeller E T M E T M E T M E T M
InceptionvV3  0.999 1.0 1.0 0998 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0999 1.0 1.0
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MobileNet ~ 0.998 1.0 1.0 0995 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 0998 1.0 1.0
MobileNetvV2 0.996 0.993 0.991 0.990 0.993 0.980 0.997 0.987 0.993 0.993 0.989 0.987
ResNet50 0999 0.991 0998 0997 0993 0.993 1.0 0981 10 0.998 0.986 0.996
VGG16 0.987 0.984 0984 0995 0.986 0.974 0966 0.967 0.983 0.980 0.976 0.976
VGG19 0.987 0.987 0.982 0987 0974 0.973 0974 0.987 0.973 0.980 0.980 0.973
Xception 1.0 0998 0998 1.0 1.0 1.0 1.0 0993 0993 1.0 0.996 0.996

Tablo 4 incelendiginde, egitim sonuglari icerisinde hasta ve saglikli siniflandirmasini en
yiiksek basariyla dogrulukla gergeklestiren mimariler Xception, InceptionV3, ResNet50
ve MobileNet olurken, test verilerinde ise InceptionVV3 ile MobileNet mimarileri
olmustur. Incelenen sonuglardan goriildiigii iizere en yiiksek kesinligi gdsteren
mimarilerin Xception, InceptionV3 ve MobileNet, en yiiksek duyarliliga sahip
mimarilerin ise InceptionV3, MobileNet ve ResNet50 oldugu goriilmektedir. Duyarlilik
ve kesinlik degerlerinin harmonik ortalamasi olan ve az sayida veri igeren ¢alismalarda
siklikla kullanilan bir metrik olan F1 skor degerinde ise en yiiksek degeri yine Xception,
InceptionV3 ve MobileNet mimarileri gdstermistir.

Siniflandirma basarimlarinin degerlendirilmesinde tek basina karmasiklik matrisinin
kullanilmast mimarilerin performanslarini degerlendirmekte yetersiz kalabilmektedir.
Ciinkii karmasiklik matrisleri son devir sayisindaki bilinen gergek sonuclar ile tahmin
edilen yanitlar1 gostermektedir. Mimarilerin egitimleri hakkinda daha fazla bilgi sahibi
olabilmek i¢in mimarilerin ilk devir sayisindan itibaren her devir sayisindaki dogruluk ve
kayip degerlerinin incelenebildigi dogruluk ve kayip grafikleri olusturulmalidir [5].
Calismada kullanilan mimarilerin dogruluk grafigi Sekil 13(a)’da ve kayip grafigi de
Sekil 13(b)’de verilmistir.

0.6

P : = = i
v«jﬁ' N InceptionV3 InceptionV3
0851 MobileNat 0.5 1 MobileNet
f MobileNetv2 MobileNetv2
0.9 ResNets0 04 L ResNets0
= VGG16 ’ VGG16
S 085y VGG19 ;M VGG19
E’ — Xception g — Xception

o7t 01
SA
0.55 0 S
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Devir Sayisi Devir Sayisi

(@) (b)
Sekil 13. Transfer 6grenme modellerinin (a) dogruluk ve (b) kayip oranlarinin devir sayisina gore

degisimi

Bir mimarinin egitiminin tamamlanmasina dogruluk grafigindeki yilikselme egiliminin ve
kayip grafigindeki algalma egilimin durmasina gore karar verilir [5]. Bu bilgi 1518inda
Sekil 13 incelendiginde Xception, ResNet50, InceptionVV3, MobileNet ve MobileNetV2
mimarilerinin birbirlerine olduk¢a yakin egriler gostererek egitimlerini tamamladiklar
goriilmektedir. Bu mimarilerin aksine VGG16 ve VGG19 mimarilerinin egitimlerini ¢ok
daha ge¢ tamamladiklar1 goriilmiistir.

Bu ¢alismada konu alinan termal goriintiiler lizerinden meme kanserinin teshisini ¢aligan
literatiirde farkli calismalar mevcuttur [4, 26]. Bu ¢aligmalara bakildiginda siniflandirma
icin makine O0grenmesi kullanan arastirmalarin goriintiinlin yap1 ve bilesimini ihmal
edebildigi, derin 6grenme calismalarinda ise otomatik 6zellik ¢ikarimi yapildigi igin bu
sorunun ortadan kalktig1 ve gorece daha yiiksek basarimlara ulasilabildigi goriilmektedir
[9]. Ayrica genellikle hasta bazinda smiflandirmalar yapildigindan goriintiiniin alindigi
kisinin kanser olup olmadig: bilgisine erisilebilir ancak tiimoriin hangi memede yer aldig1
bilgisi elde edilemez. Bu ¢alismada ise hasta bazinda degil, meme bazinda yapilarak bu
problemin Oniine gecilmistir. Meme bolgesinin boliitlenmesinde bir¢cok yontem
kullanilabilirken Mask R-CNN veya U-Net ile yapilan bir ¢alismaya rastlanmamistir.
Kullanilan farkli boliitleme c¢alismalarinda da goriintiilerdeki en sicak bolgelerin
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boliitlenmesinin ¢alisildig1 goriilmiistiir. Her ne kadar bu yontemin avantajlar1 olsa da
meme bolgesi disindaki sicak bolgelerin yanlis smiflandirmaya sebep olabilecegi
bilinmektedir [28]. Bu sorunun 6niine ge¢ilmesi i¢in bu ¢alismada tiim goriintii izerinden
degil boliitlenen meme bolgesinde lezyon taramasi yapilmustir.

Bu c¢alismada tercih edilen DMR-IR veri setini [28] baz alan literatiir ¢aligmalari
incelendiginde makine 6grenmesi ve derin 6grenme tekniginin kullanildig1 ¢alismalara
rastlanmistir. Pramanik, et al. [20], %90.48 dogruluk, %87.6 hassasiyet ve %89.73
Ozgiilliik degerlerini elde etmislerdir. Baffa and Lattari [3], statik goriintiilerde %98 ve
dinamik goriintiilerde %95 dogruluk degerleri rapor etmislerdir. Karim, et al. [4], %91.25
dogruluk, %93.3 duyarlilik ve %90 6zgiilliik sonug¢larina ulasmislardir. Ghayoumi Zadeh,
etal. [26], %94.87dogruluk, %87.5 hassasiyet ve %96.77 6zgiilliik degerleri elde etmistir.
Tello-Mijares, et al. [22], kendi gelistirdikleri ESA mimarisinin %100 dogrulukla diger
makine 6grenmesi algoritmalarindan daha yiiksek basarim gosterdigini raporlamislardir.
Zuluaga-Gomez, et al. [5], kendi gelistirdikleri ESA ile %92 dogruluk, %94 kesinlik, %91
duyarlilik ve %92 F1 skoru degerlerini elde etmislerdir.

Bu calismada ise Xception mimarisi %100 egitim dogruluk, kesinlik ve duyarlilik ile
simiflandirma basarimi gostermistir. Ancak bu deger calismada kullanilan diger
mimarilere gore yiiksek olsa da en yavas (4065 sn. egitim siiresi ve 74 sn. test siiresi)
calisan mimarilerden biri olmustur. En hizli ¢alisan (3300 sn. egitim siiresi ve 20 sn. test
stiresi) mimari ise MobileNet olmustur. Calismadan elde edilen sonuglar ile literatiirdeki
sonuclar karsilastirildiginda bu ¢alismanin yiiksek basarim gostermesinin sebebi olarak
yiiksek boliitleme bagarimina sahip olmasi, rastgele dagitilan egitim ve test verilerinin
veri setini uygun bi¢imde temsil etmis olmasi, hasta bazinda degil, meme bazinda
calisilmasi, Onceden egitilmis aglar arasindan termal meme goriintiilerin
siiflandirilmasina uygun olan mimarilerin se¢ilmis olmasi ve uygun devir sayisinda
egitilmis olmalariin énemli rol oynadig1 sdylenebilir.

4. Sonug¢ ve Yorum

Meme bolgelerinin termal meme goriintiileri lizerinden algilanmasi, boliitlenmesi ve
siiflandirilmasinin amaglandigi bu ¢alismada agik erisim olarak paylagilan DMR-IR [28]
veri setinden alinan termogramlar lizerinde Oncelikle VIA web yazilimi ile meme
bolgeleri konturlanip “meme” olarak tek sinifta etiketlendikten sonra “.json” formatinda
kaydedilmistir. Kaydedilen “.json” dosyasi kullanilarak meme bdlgelerinin maskeleri
olusturulmustur. Olusturulan her maske ile orijinal gériintiisiiniin iist {iste bindirilmesi ile
meme bdlgeleri boliitlenmis ve daha sonra yalnizca meme boélgesi kalacak sekilde
boliitlenen goriintiilerde otomatik kirpma islemi yapilmistir. Kirpilan goriintiiler ile
onceden egitilmis aglar kullanilarak derin 6grenme modellerinin  egitimi
gerceklestirilmistir. Bu modellerin test islemlerinde ise manuel ve otomatik boliitleme
olmak iizere iki farkli yontem kullanilmigtir. Otomatik boliitleme icin Mask R-CNN ve
U-Net metotlar1 kullanilmistir. Her iki boliitleme metotlar: da ayni veriler {izerinden test
edilmistir. Kullanilan iki farkli boliitleme yontemi arasindan 0.9896 dogruluk, 0.9413
Dice ve 0.8900 Jaccard degeri ile Mask R-CNN metodunun daha basarili oldugu
sonucuna varilmis ve siiflandirma islemleri Mask R-CNN ile boliitlenmis goriintiiler ile
yapilmustir.

Bu calismada meme kanseri teshisi igin literatiirdeki rastlanan calismalarin aksine
termogram {izerindeki en sicak bolgelerin boliitlenmesi degil, yalnizca meme bolgesinin
boliitlenmesi ve hasta bazinda degil, meme bazinda siniflandirma yolu izlenmistir. Bu
sekilde meme bolgesi disinda bulunan sicak bolgelerin olusturacagr yanlis
smiflandirmanin  Oniline gecilmis ve kanserli lezyonun hangi memede bulundugu
ongoriilebilmistir. Calismada kullanilan yedi farkli 6nceden egitilmis ESA mimarileri
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igerisinde en yiiksek basarimi Xception, ResNet50, InceptionV3 ve MobileNet mimarileri
vermistir. Bu dort mimari arasinda Xception mimarisi diger mimarilerine gére daha
yiiksek siniflandirma basarimi gosterse de egitim ve test asamalar1 daha uzun stirmiistiir.
MobileNet ve Inception mimarileri test verilerinde %100 dogruluk, kesinlik ve duyarlilik
basarimi ile Xception mimarisini geride birakmistir. MobileNet mimarisinin egitim ve
test siirecinin kisa zamanda sonuglandirmasi ile yiiksek siniflandirma basariminin
yaninda bir de mobil cihazlara entegre edilebilir olmasi bu mimariyi diger mimarilerden
ayiran en onemli 6zellik olarak 6n plana ¢ikmistir.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyani
S. Civilibal: modeli kurdu, deneyleri gerceklestirdi.
K. K. Cevik: fikri kavramsallastird1 ve sonuglar1 yorumladi.

A. Bozkurt: galismay1 denetledi, sonuglart yorumladi ve makaleyi yazdi.

Catisma Beyani

Bu ¢alismanin yazarlari olarak herhangi bir ¢atisma beyanimiz bulunmadigini bildiririz.

Destek ve Tesekkiir Beyani

Bu caligsmanin yazarlari olarak herhangi bir destek ve tesekkiir beyanimiz bulunmadigini
bildiririz.

Etik Kurul Onay1 ve/veya Aydinlatilmis Onam Bilgileri

Bu caligmanin yazarlari olarak herhangi bir etik kurul onay1 ve/veya aydinlatiimis onam
bilgileri beyanimiz bulunmadigini bildiririz.
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Oz: Su kirliliginin kontrolii son yillarda artan bir énem kazanmustir. Boyalarin cevreye
salinmast su kirliliginin sadece kiigiik bir boliimiinii olusturur. Bu c¢alismada, sulu ortamdan
Reaktif Siyah 5 (RS5) boyasinin giderimi i¢in tarimsal atik olan nar kabuklar1 (Punica granatum
L., PGL) biyosorban olarak kullanilmis ve biyosorpsiyon kapasitesini arttirmak amaciyla
hekzametilendiamin (HMDA) ile kimyasal olarak modifiye edilmistir. RS5 biyosorpsiyonu
pH, etkilesim zaman1 ve sicakliga bagl olarak incelenmis; bunun yani sira, deneysel veriler
kullanilarak biyosorpsiyonun kinetik ve izoterm verileri ¢ikartilmistir. Biyosorpsiyonun
kinetik ve izoterm modellemesiyle deneysel verilerin yalanci-ikinci-derece kinetik ve
Langmuir izotermine modellerine uygunluk gosterdigi belirlenmistir. Sicaklik artis1 ile
biyosorpsiyon kapasitesi artmig ve 40 °C’de PGL igin 54,64 mg/g, HMDA@PGL i¢in 161,3
mg/g olarak bulunmustur. Biyosorbanlarin potansiyel performansini degerlendirmek igin
hazirlanan sentetik atik su ile yapilan ¢aligmalarda biyosorpsiyonda dnemli bir matris etkisinin
gozlemlenmedigini tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara goére RS5 giderimi igin
HMDA@PGL biyosorbaninin PGLye gore daha etkin bir biyosorban oldugu bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Biyosorpsiyon, Hekzametilendiamin, Modifikasyon, Tarimsal atik.

Biosorption of an Anionic Dye onto Chemically Modified Pomegranate Peel:
Effect of Modification on Removal Efficiency

Abstract: Control of water pollution has gained increasing importance in recent years. Released
dyes into the environment account for only a small part of water pollution. In this study,
agricultural waste pomegranate peels (Punica granatum L., PGL) were used as biosorbent for
the removal of Reactive Black 5 (RS5) dye from aqueous media, and hexamethylenediamine
(HMDA\) was chemically modified to increase its biosorption capacity. Reactive Black 5 (RS5)
biosorption was investigated depending on pH, interaction time, and temperature; kinetic and
isotherm biosorption data were extracted using experimental data. The biosorption kinetic and
isotherm modeling determined that the experimental data conformed to the pseudo-second-
order kinetic and Langmuir isotherm models. The biosorption capacity increased with the
increase in temperature, and it was found to be 54.64 mg/g for PGL and 161.3 mg/g for
HMDA@PGL. In studies with synthetic wastewater prepared to evaluate the potential
performance of biosorbents, it was determined that no significant matrix effect was observed
in biosorption. According to the results, HMDA@PGL biosorbent was a more effective
biosorbent than PGL for RS5 removal.

Keywords: Biosorption, Hexamethylenediamine, Modification, Agricultural waste.
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1. Giris

Sanayilesme ve modernlesme, ¢evre/su kirliligini kiiresel bir sorun haline getirmektedir.
Su, diinyadaki tiim canlilarin hayatta kalmasi i¢in vazgegilmez 6neme sahiptir [1]. Sinirl
dogal kaynaklardan biri oldugu icin kalitesini korumak, gilinlimiiziin en Onemli
sorumluluklarindan biridir. Bir¢ok insan faaliyetleri, kullanilabilir suyun 6zelliklerinde
ve kalitesinde diisiise neden olmaktadir [2]. Su kaynaklarinin tekstil, kimya, ilag,
matbaacilik vb. gibi sanayilerde kullanilan endiistriyel boyalarla kirlenmesi yeterli 1s1 ve
151k alimint azaltarak aerobik c¢iirlimeye, fotosentetik aktivitenin azalmasina ve oksijen
eksikligine yol ag¢maktadir [3-5]. Ayrica sudaki boya molekiilleri, insanlarda
kanserojenik, mutajenik, bobrek, beyin, karaciger ve lireme sisteminin iglev bozuklugu
olusturmaktadir [5-8]. Yapilan arastirmalarda, yilda 700 bin ton/yil iiretime sahip 10
binden fazla farkli ticari boya ¢esidinin herhangi bir uygun isleme tabi tutulmadan su
akintilarina desarj edildigi tespit edilmistir [5,9]. Biiyiik ve karmasik yapilara sahip olan
boya molekiilleri, rengin liretilmesinden sorumlu olan kromoforlar ve boyanin liflere olan
afinitesini artiran oksokromlardan olusmaktadir [10]. Genel olarak boyalar ii¢ gruba
ayrilir; (1) (SO3') grubu nedeniyle negatif yiiklii anyonik (asit, reaktif ve direkt boyalar),
(2) protonlanmis amin grubu nedeniyle katyonik (bazik boyalar) ve (3) sulu ¢cozeltilerdeki
ayrisma davraniglarina gore noniyonik (dispers boyalar) [11]. Reaktif boyalar anyonik
yaptya sahip, suda ¢oziiniirliigli yiiksek olmasi dolayisiyla tekstil sektoriinde sik tercih
edilen en biiyiik boya smifint olusturmaktadir [12]. En az bir reaktif grup igeren reaktif
boyalarin ¢ogu pamuk, yiin gibi yiizeylere kovalent baglarla baglanir. Ancak su fazindaki
reaktif gruplarin hidrolizi nedeniyle sabitlenme derecesi diisiikk oldugundan cevreye
salinimi yiiksek oranda olmaktadir [12]. Bu nedenle atik sularin ¢evreye birakilmadan
once kirliklerin ortadan kaldirilmasi ve etkisinin azaltilmas1 gerekmektedir. Biyolojik ve
kimyasal olarak parcalanamaya karsi direngli olan reaktif boyalar, atik ortaminda
kaliciliga neden olmaktadir. Kovalent baglarla baglanmalari bakimindan diger tiim boya
siiflarindan farklidirlar ve bu nedenle, geleneksel atik su aritma islemlerine oldukga
direnglidir [13]. Boyalar1 atik sulardan uzaklastirmak igin pihtilastirma, kimyasal
oksidasyon, membran ayirma islemi, elektrokimyasal, aerobik ve anaerobik mikrobiyal
bozunma gibi bir¢ok teknik bulunmasina ragmen; bu yontemler pahali, etkisiz yada
zaman alict olmalarindan dolayr ¢ok basarili olamamaktadir [14-16]. Geleneksel
yontemlere umut verici bir alternatif olan biyosorpsiyon, atik sulardan organik [17-19]
ve inorganik [20,21] kirliklerin giderimi igin en etkili yontemlerden biridir [22]. Ayrica
cevre dostu, ekonomik ve verimli bir teknik olarak kabul edilmektedir.

Biyolojik kokenli malzemeler (biyosorban) kullanilarak gerceklestirilen biyosorpsiyon,
hem biyosorbanin hem biyosorbatin (kirletici) fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin de etkili
oldugu bir siiregtir. Genel olarak, biyosorban ylizeyinde bulunan ¢ok sayida fonksiyonel
grubun varligi, boyalarin biyosorpsiyon siirecini kolaylastirir. Biyosorbanlari {i¢ sinifta
toplamak miimkiindiir. Bunlar; aga¢ kabuklari, misir kogani, zeytin ¢ekirdegi gibi cansiz
biyosorbanlar; algler ve bakteri, mantar ve maya gibi mikrobiyal biyosorbanlardir [23].
Son yillarda aragtirmacilar, algler ve mantarlar gibi canli biyosorbanlarin biiylime
ortamlarinin yiiksek maliyetli olmasi1 ve endiistriyel atik sulardaki toksik diizeyde bulunan
bilesenlerin, aktif mikrobiyal iliremeyi olumsuz ydnde etkilemesi nedeniyle cansiz
biyosorbanlara yonelmislerdir [24]. Cansiz biyosorbanlar; 6lii alg, fungus, bakteri gibi
cansiz mikroorganizmalarin yani sira musir kogani, yer fistigi kabugu, soya fasulyesi
kabugu, pamuk sap1 gibi tarimsal atiklar1 da i¢ermektedir. Tarimsal atiklar; kolay
bulunabilmeleri, 6zel olarak iiretimine ihtiyagc duyulmamas: ve diisiik maliyetli
olmalarindan dolay: atik sulardan boya gideriminde sik tercih edilmektedirler [25]. Boya
gideriminde biyosorban olarak ¢ok verimli olabilecek bir diger tarim atig1 ise nar
kabugudur. Ulkemiz nar iiretiminde diinyada Hindistan, Iran ve Cin’den sonra dérdiincii
sirada yer almaktadir [26,27]. Ayrica bir¢ok gida endiistrisinde (sirke, meyve suyu, sarap,
recel vb), kimya, kozmetik ve ila¢ sanayinde kullanilmaktadir. TUIK bitkisel {iretim
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istatistikleri verilerine goére 2021 yilinda iiretilen nar miktar1 647 676 ton iken 2022
yilinda bu miktar 681 460 ton olarak aciklanmistir [28]. Ulkemizde bol miktarda iiretilen
ve genis endiistriyel kullanim alanina sahip olan nar meyvesi 6nemli ve degerlendirilmesi
gereken bir tarim atigidir.

Biyosorbanlar kirleticilerin yiizeylerine c¢ekilmesine ve baglanmasi yardimci olan —
COOH, —OH, —NH, —OCH gibi cesitli fonksiyonel gruplara sahiptir. Biyosorbanlara
fiziksel ve kimyasal modifikasyonlar uygulanarak fonksiyonel gruplarin aktifligi/sayisi
artilarak biyosorpsiyon kapasiteleri iyilestirilebilir. Modifikasyon ajanlarina 6rnek
olarak; baz ¢ozeltileri (NaOH, Ca(OH)2, Na2COs vb.), mineral ve organik asit ¢ozeltileri
(HCI, HNOg3, H2SO04, tartarik asit, sitrik asit, tiyoglikolik asit vb.), organik bilesikler
(etilendiamin, formaldehit, epiklorohidrin, metanol vb.) ve yiikseltgen maddeler (H202
vb.) verilebilir.

Bu ¢alismada, reaktif siyah1 5 (RS5) gideriminde, diisiik maliyetli, kolay bulanabilir bir
tarim atig1 olan nar kabugu (PGL, Punica granatum L.) biyosorban olarak kullanilmistir.
Ayrica PGL yiizeyindeki fonksiyonel gruplarinin artirilmasi biyosorpsiyon kapasitesinin
iyilestirilmesi amaglanmis ve hekzametilendiamin (HMDA) ile kimyasal modifikasyonu
gerceklestirilmistir. Hazirlanan  biyosorbanlarin = biyosorpsiyon —siiregleri  farkli
parametreler (pH, sicaklik, temas siiresi) ile incelenerek kinetik ve izoterm verileri
cikartilmis ve biyosorpsiyon kapasiteleri karsilastirilmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1 Biyosorban ve Boyanin Temini

Deneylerde kullanilan biyosorban, P. granatum L. kabugu (PGL), nar kabugu, yerel
marketlerden temin edilmistir. Reaktif Siyah 5 (RSS5, C26H21NsNasO19Ss, 991,8 g/mol,
Amax = 595 nm,) boyarmaddesi Dystar firmasindan temin edilmis ve biyosorpsiyon
deneylerinde herhangi bir saflastirma islemi uygulanmadan kullanilmistir. 1000 mg/L’
lik stok boya ¢ozeltisi RS5’in deiyonize su i¢erinde ¢oziinmesiyle hazirlanmig ve kinetik
(200 mg/L), izoterm (100-300 mg/L) caligmalar1 i¢in istenen derisimlerde boyarmadde
cozeltileri stoktan seyreltilmistir. RS5 boyarmaddesinin molekiil yapist Sekil 1’ de
verilmistir.

N //O O\\ el

Na O//S S\\O Na*
N\N 00 N/N
oS °\\© e o Q/f o

ne o//s\o/\/s\\o o//s\/\o/ \, N’

Sekil 1. RS5 nin molekiil yapisi

2.2 Biyosorbanin Hazirlanmast ve Modifikasyonu

Cekirdeklerinden ayrilan PGL, deiyonize su ile yikanarak, oda kosullarinda kurutma
islemi uygulanmistir. Kurutulan biyosorban o6giitiildiikten sonra ¢dziinen safsizliklari
uzaklastirmak i¢in tekrar deiyonize su ile yikanmis ve 80°C’deki etlivde (Binder) 48 saat
kurutulmustur. Daha sonra 150 pum elekten (Fritsch) elenerek etiivde tekrar kurutulmus
ve deneylere hazir hale getirilmistir. Hazirlanan biyosorbanin bir kismi modifikasyon
oncesi biyosorpsiyon caligmalar1 i¢in kullanilmis, diger kismi ise modifiye biyosorban
hazirlanmasi i¢in ayrilmistir. Hekzametilendiamin (HMDA) kullanilarak gergeklestirilen
modifikasyon isleminde 0,1 M 600 mL’lik HMDA ¢ozeltisi ile 20 g PGL 24 saat
karistirtlmasiyla gergeklestirilmistir [29]. Hazirlanan biyosorban (HMDA@PGL)
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stizlilmiig, birka¢ kez deiyonize su ile yikanmis ve 80°C’de 24 saat kurutularak 150
um’lik elekten gecirilmistir.

2.3 Karakterizasyon yontemleri

PGL ve HMDA-PGL elementel analiz (Vario EL I1l, Almanya), SEM-EDX (Zeiss Ultra
Plus Model), FT-IR (Bruker Alpha, Almanya), termogravimetrik (TGA; Setaram) analiz
ve zeta potansiyel (ZEN 3600 Model Zetasizer Nano-ZS, Malvern, UK 6lgiim teknikleri
kullanilarak karakterize edilmis ve modifikasyonun basarili bir sekilde gergeklestigi
belirtilmistir [29]. Bu ¢alismada ise RS5 biyosorpsiyonu sonrasit PGL ve HMDA@PGL
yiizey karakterizasyonu FT-IR ve FE-SEM-EDX (QUANTA 400F Field Emission
Scanning Electron Microscope, ABD) ile incelenmistir.

2.4 Biyosorpsiyon deneyleri

Biyosorpsiyon deneylerinde sistem kosullarinin optimizasyonu, boya giderim verimliligi
acisindan olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle c¢alismada uygun giderim kosullar
belirlendikten sonra kinetik ve izoterm ¢aligsmalar1 yapilmustir.

Biyosorpsiyon deneyleri i¢in uygun pH araligi belirlemek i¢in 200 mg/L RSS5 igeren
cozeltilere 0,1 g PGL ve 0,05 g HMDA@PGL eklenerek 20 °C sicaklikta ve 60 dakika
boyunca manyetik karistirici ile karistirtlmistir. Karisimin pH degerleri pH metre (Mettler
Toledo S20) yardimiyla Olclilmiis ve pH ayarlamalarinda farkli derisimlerdeki
HCI/NaOH ¢ozeltileri kullanilmis ve deneyler 1,5-5,0 pH araliginda gerceklestirilmistir.
Daha sonra karigimlar kaba siizge¢ kagidindan siiziilerek siiziintiilerin absorbans degerleri
UV-Visible spektrofotometresinde (Shimadzu UV-2550) RS5 i¢in belirlenen maksimum
dalga boyunda (595,0 nm) 6l¢iilmiistiir.

Uygun pH degerleri belirlendikten sonra RS5 ¢ozeltilerinin PGL ve HMDA@PGL
lizerine biyosorpsiyonuna zaman ve sicakligin etkisi incelenerek, kinetik ve izoterm
calismalar gerceklestirilmistir.

Kinetik ¢alismalarda; 200 mg/L RSS5 igeren ¢ozeltilere belirli miktarlarda biyosorban
eklenmis, ¢ozeltiler her iki biyosorban i¢in uygun pH’lara ayarlanmis ve 120 dk boyunca
sabit sicakliktaki su banyosunda karigtirilmistir. Bu siire igerisinde belirli zaman
araliklarinda  karistmdan  alman  Ornekler — siiziilerek, siiziintiler UV-Vis
spektrofotometresi ile analiz edilmistir. Kinetik ¢alismalar PGL ve HMDA@PGL igin 20,
30 ve 40°C sicakliklarda gergeklestirilmistir. Ayni sicakliklarda gergeklestirilen izoterm
deneyleri i¢cin RS5 derisimleri 100-300 mg/L alinmistir. Deneylerden elde edilen
sonuglardan hesaplanan parametreler ile biyosorbanlarin RS5 giderimindeki etkileri
karsilastirilmistir.

PGL ve HMDA@PGL iizerine RS5’nin biyosorpsiyonu igin denge biyosorpsiyon
kapasiteleri (qd) ve biyosorpsiyon verimleri Denklem 1 ve Denklem 2 kullanilarak

hesaplanmuistir.
(Go—-C)V

O ®

Ca

% Biyosorpsiyon = x100 (2)

0
Burada Co ve Cq (mg/L), sirasiyla RS5 ¢ozeltisinin baslangic ve denge derisimini
gostermektedir. V (L) ¢6zelti hacmini ve m (g) ise biyosorban miktarini ifade etmektedir.

2.5 Sentetik atik su

Atik sular1 bilesenlerinin RSS biyosorpsiyonuna etkilerinin incelenmesi i¢in sentetik atik
su ortami olusturulmustur [30]. Bunun i¢in 0,50 g glikoz; 0,30 g KH2POs4; 0,02 g
MgS04.7H20; 0,10 g CaCl2.2H20; 0,10 g Na2S0O4, 0,20 g Na.COs; 0,04 g FeSO4.7H20;
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0,02 g NiCl2.6H20; 0,006 g CuS04.5H20; 0,004 g CoCl2.6H20; 0,03 g ZnCl> ile 200
mg/L RSS iceren sentetik atik su Ornegi hazirlanmistir. 50,0 mL sentetik atik suya
biyosorbanlardan 0,01 g eklenmis uygun pH ortaminda, 20 °C’ de bir saat siireyle
karistirtlmis ve RSS biyosorpsiyonunun verimi incelenmistir.

3. Bulgular

3.1 Karakterizasyon Calismalart

PGL ve HMDA@PGL karakterizasyon ¢alismalar1 daha dnce gergeklestirilen ¢alismada
detayli bir sekilde agiklanmig ve PGL iizerine modifikasyonun basarili bir sekilde
gerceklestigi rapor edilmistir [29]. RS5 biyosorpsiyonu sonrasi ger¢eklestirilen FT-IR
analizleri Sekil 2 verilmistir.
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Sekil 2. (a) PGL ve PGL@RSS5; (b) HMDA@PGL ve HMDA@PGL@RSS5 “e ait FT-IR Spektrumlari

PGL yiizeyindeki —~NH ve —OH gruplarindan kaynaklanan 3288 cm™’deki bant
modifikasyonla 3374 cm™’e kaymis ve anyonik boyanin yiizeye baglanmasiyla pik
siddetlerinde artis gdzlenmistir [13]. 2913-1342 cm™*deki —~CH3 veya —CH> gruplarinin
gerilme ve egilme titresimleri modifikasyon ile 3016-1360 cm™’e kaymustir [29]. Bu
kayma RB5’in biyosorbanlar iizerine yerlesmesi sonucu olusan aromatik halka
birikiminden kaynaklanmaktadir. Ayrica aromatik yapilarin biyosorban yiizeyine
eklenmesiyle 3000-3050 cm™ arasindaki aromatik C-H esnemelerinin artmasi beklenen
bir durumdur. 1107-1028 cm™* arasinda bulunan pikler, PGL ve HMDA@PGL’nin C-C
ve C-N gerilme titresimine atanabilir. Ayrica 1726-1712 cm™’de gériilen karboksil
gerilme bantlar1, biyosorbanlarin yiizeyine RS5 yerlesmesiyle 1676-1651 cm™’e
kaymistir. Bu da aminlerin N-H gruplarmin, amid CHO gruplarinin ve karboksilik
gruplarin biyosorpsiyon islemine dahil oldugunu gostermistir [29,31].

Biyosorbanlarin yiizey morfolojisini belirlemek i¢in kurutulan numuneler (60 °C, 24 s)
200 A kalinhigindaki karbon bant iizerine alinmis ve noktasal odaklamalar yapilarak SEM
goriintiileri ve EDX analizleri alinmigtir.
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Sekil 3. SEM goriintiileri ve EDX analizleri (a) PGL (b) HMDA@PGL (c) RSS5 yiiklii PGL (d) RSS5 yiikli
HMDA@PGL

PGL ’nin SEM goriintiisii incelendiginde (Sekil 3a) yiizeyin homojen olmadigi ve yapinin
biiyiikk partikiillerden olustugu gorilmektedir. PGL’nin HMDA ile modifikasyonu
sonrasinda elde edilen SEM goriintiisiinde (Sekil 3b) ise modifikasyon ile yiizeyde yeni
olusumlarin meydana geldigi ve ylizeyin nispeten daha homojen bir hale geldigi
goriilmektedir. Bu durum biyosorban yiizeyinin, biyosorpsiyon agisindan daha uygun
hale gelmesi seklinde yorumlanabilir. RS5 biyosorpsiyonundan elde edilen SEM
goriintiileri incelendiginde (Sekil 3¢ ve Sekil 3d) RS5 boyarmaddesinin HMDA@PGL
yiizeyini biiyiik kitleler halinde kapladig1 ve biyosorpsiyondan sonra PGL ylizeyindeki
gozeneklerin biiyiik oranda tikandig1 goriilmektedir.

3.2 RS'5 biyosorpsiyonu iizerine pH etkisi

Biyosorpsiyon ortaminin pH’s1t biyosorbanin yiizey yiikiinii, farkli Kkirleticilerin
iyonlagma derecesini, biyosorbanin aktif bdlgelerindeki fonksiyonel gruplarin
ayrismasint ve boyarmaddenin molekiiler yapisini etkileyebilecegi bilinmektedir. Bu
nedenle cozelti pH’s1, biyosorbanin hem sulu kimyasin1 hem de yiizey baglanma
bolgelerini etkilediginden biyosorpsiyonda 6nemli bir parametredir [32]. PGL ve
HMDA@PGL iizerine RS5’in biyosorpsiyonu pH 1-5 araliginda incelenmis ve
biyosorpsiyonun pH artisiyla azaldigi gozlenmistir (Sekil 4). PGL’ nin HMDA ile
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modifikasyonu sonucunda PGL yiizeyinde bulunan (-) yiiklii gruplarin (karboksil,
hidroksil vb.) etkisi azalmis ve PGL yiizeyi daha pozitif yiikli hale gelmistir. Boylece
disik pH degerlerinde HMDA@PGL, reaktif boyarmadde gibi anyonik yapidaki
bilesiklerin biyosorpsiyonu i¢in cazip hale gelmistir. Bunun dogal bir sonucu olarak da
pH 1,50°de en yiiksek biyosorpsiyon verimine ulagilmis ve PGL i¢in % 30,3 ve
HMDA@PGL igin %96,6 olarak bulunmustur. Tersine pH degeri arttiginda ortamda
bulunan —OH" iyon derisimleri artar ve dolayisiyla anyonik boyarmadde yapisindaki (-)
yiiklii gruplar ile ortamin bazik olmasindan kaynaklanan —OH™ gruplar1 yarisir hale gelir.
Negatif yiiklii gruplar arasindaki itme kuvveti artar ve biyosorpsiyon kapasitesi diiser.
Sonug olarak, RS5’in PGL ve HMDA@PGL iizerine biyosorpsiyonu igin en uygun pH
degerinin 1,50 oldugu bulunmus ve deneyler bu pH degerinde gerceklestirilmistir. Reaktif
boyalarin tarimsal atiklar {izerine biyosorpsiyon c¢aligmalart incelendiginde asidik pH
degerlerinde biyosorpsiyon kapasitelerinin yiiksek oldugu bildirilmistir [12,33].

120

100 A

80

60

40 +

% Biyosorpsiyon verimi

o ® HMDA-PGL
20 A o O PGL

0

T
1 2 3 4 5 6
pH

Sekil 4. PGL ve HMDA@PGL iizerine RS5’in biyosorpsiyonunun pH ile degisimi

Tung ve akd. [34] RS5 boyasmin atik sulardan giderimi i¢in pamuk bitkisinin sap ve
kabuklarini kullanmislardir. pH=1,0"de 100 mg/L baslangi¢ boya derisiminde maksimum
denge miktarin pamuk kabuk ve saplari igin sirasiyla 43,3 ve 27,5 mg/g olarak
bildirilmistir. Pamuk tohumu kabugu iizerine RS5 biyosorpsiyonunun gergeklestirildigi
bir ¢alismada [35] maksimum biyosorpsiyon miktarina (12,19 mg/g) pH 2,0’ da
ulasilmistir.

3.3 RS'5 biyosorpsiyonu iizerine sicaklik ve temas siiresinin etkisi

Sekil 5a ve 5b’den de goriildigi gibi PGL ve HMDA@PGL iizerine RS5
biyosorpsiyonunun baslangigta hizli gergeklestigi ve tiim sicakliklar i¢in yaklasik 50 dk’
da dengeye ulastigi goriilmektedir. PGL iizerine RS5’ in biyosorpsiyon kapasitesi
sicakligin artmast ile 51,69+0,26 g/mg degerinden 58,55+0,74 g/mg degerine
yiikselmistir. Ayrica HMDA@PGL iizerine RS5’ in biyosorpsiyon kapasitesi 20, 30, 40
°C sicakliklarda sirasiyla 127,21+0,18; 133,79+0,17 ve 141,94+1,98 g/mg olarak
bulunmustur. Bu durum biyosorpsiyonun, endotermik siirecle denetlenen kemisorpsiyon
oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica HMDA@PGL i¢in elde edilen RS5 biyosorpsiyon
miktarlariin, PGL i¢in elde edilen miktarlardan daha fazla olmast HMDA modifikasyonu
ile PGL aktif merkezlerinin sayisinin artmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 5. Farkli sicakliklarda PGL (a) ve HMDA@PGL (b) lizerine biyosorplanan RS5 miktarinin zamana
bagli degisimi

3.4 Kinetik calismalar

Biyosorpsiyon siirecinin zamana bagli olarak degisimi gosteren biyosorpsiyon kinetigi
mekanizmanin aydinlatilmasinda 6nemli bir parametredir. Biyosorpsiyon kinetigini
agiklamak amaci ile birgok kinetik model tiiretilmistir. Yalanci birinci dereceden kinetik
model, yalanci ikinci dereceden kinetik model bunlardan en yaygin alarak
kullanilanlaridir [36]. Modellere ait denklemler asagida verilmistir;

Yalanct birinci dereceden kinetik model [37]

In(ag —a) =gy — kit ©)

Yalanct ikinci dereceden kinetik model [38]

t__1 + ! t (4)
9 qik;  qa

Burada ki (1/dk) ve k2 (g/mg dk) sirasiyla yalanci—birinci—dereceden ve yalanci-ikinci-
dereceden hiz sabitleridir. gt (mg/g) t aninda biyosorbat miktari, gq (mg/g) denge
zamaninda biyosorplanan maksimum biyosorbat miktaridir. Farkl sicakliklarda PGL ve
HMDA@PGL iizerine RS5 biyosorpsiyona ait yalanci-ikinci-dereceden kinetik model
icin hesaplanan degerlere gore ¢izilen t’ye karsi t/q grafikleri Sekil 6a ve Sekil 6b de,
grafiklerden elde edilen dogrularin egim ve kesimlerinden hesaplanan kinetik
parametreler ise Tablo 1°de verilmistir. Her iki biyosorban i¢in yalanci-birinci-dereceden
kinetik modelden elde edilen korelasyon katsayisi (r12) degerinin diisiik oldugu, yalanci-
ikinci-dereceden kinetik model icin elde edilen korelasyon katsayisi (r2?) degerlerinin ise
oldukga yiiksek ve biitiin durumlar i¢in 0,999 oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte her
iki biyosorban i¢in hesaplanan k2 degerlerinin sicaklik artisi ile ¢ok fazla degismedigi ve
biyosorpsiyon hizinin sicaklik degisiminden etkilenmedigi gozlenmistir. Ayrica PGL ve
HMDA@PGL iizerine RS5 biyosorpsiyonu igin ¢alisilan biitiin sicakliklarda hesaplanan
ga degerlerinin deneysel olarak bulunan dengedeki q degerleri ile uyumlu olmasi
biyosorpsiyon kinetiginin yalanci-ikinci-dereceden oldugunu desteklemektedir.
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Sekil 6. Farkli sicakliklarda (a) PGL ve (b) HMDA@PGL iizerine RS5 biyosorpsiyonu i¢in yalanci-
ikinci-dereceden kinetik grafikleri

Tablo 1 PGL ve HMDA@PGL iizerine RS5 biyosorpsiyonu i¢in hesaplanan kinetik parametreler

Yalanci-birinci-derece Yalanci-ikinci-derece
q (mg/g) t ke G r? k2 Qq r?
deneysel  (°C) (dk) (mg/g) (g/mg dk)  (mg/qg)
51,69+0,26 20 3,89x107 8,61 0,824 9,46x1073 52,87 0,999
PGL 54,23+1,04 30  3,49x10°? 6,66 0,763 1,07x102 55,64 0,999

58,55+0,74 40 3,75x102% 6,72 0,867  1,30x102 5954 0,999

127,102 20 7,30x10% 48,10 0,925 2,67x10°° 1311 0,999
HMDA@PGL 133,8+0,2 30 6,08x102 4598 0,944 2,74x10°° 137,8 0,999
142,0£1,9 40 4,42x102% 34,24 0,874 2,77x10°° 145,0 0,999

3.5 Izoterm ¢alismalary

Biyosorpsiyon sirasinda yiizeyde biriken biyosorbat ile ¢ozeltide kalan biyosorbat
arasmdaki dinamik denge biyosorpsiyon izotermleri ile incelenmektedir [39]. Izotermler
genel olarak belirli miktardaki biyosorban ile farkli derisimlerde biyosorbat ¢zeltilerinin
dengeye ulagsmasiyla elde edilir. Biyosorpsiyon siirecinin agiklanmasinda 6nemli bir yere
sahip olan izotermler matematiksel olarak denklemlerle ifade edilir. Bu c¢alismada
boyarmadde biyosorpsiyonu en bilinen izoterm yaklasimlari olan Langmuir [40] ve
Freundlich [41] izoterm modelleri ile incelenmistir.

QmKLCd )
_ (AmBrLta 5
1a (1 T K.Cg ®)
1
Bo= () ©
1+ K,C,
qq = Kp.C;"" )

Burada Co ve Cy (mg/L) RS5’nin baslangic ve denge derisimleri, g¢ Ve Om (Mg/Q)
dengedeki ve maksimum biyosorpsiyon kapasitesidir. K. (L/mg) sicaklik ve
biyosorpsiyon entalpisine bagli Langmuir sabiti, R. (birimsiz) ayirma faktorii ya da denge
parametresi olarak adlandirihir [42]. Kr (L/g) ve n (birimsiz) Freundlich izoterm
sabitleridir.
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100-300 mg/L derisimleri araliginda boyarmadde derisimleri ile ¢alisilarak elde edilen
biyosorpsiyon izotermleri Sekil 7’de verilmistir. Ayrica uygulanan izotermler igin
hesaplanan sabitler Tablo 2’de listelenmistir.

Sekil 7 ve Tablo 2 incelendiginde, PGL ve HMDA—-PGL tizerine RSS5 biyosorpsiyonu i¢in
calisilan tiim sicakliklardaki Langmuir izotermi i¢in hesaplanan korelasyon katsayisi (r.%)
degerlerinin Freundlich izotermlerinin re? degerlerinden oldukga yiiksek olmast,
biyosorpsiyonun Langmuir izotermine uydugunu gostermektedir. Sicaklik artisi ile
biyosorplanan madde miktarinin (gm) artmasi ise biyosorpsiyonun yiiksek sicakliklarda
daha etkili oldugunu ve siirecin endotermik olarak ilerledigini desteklemektedir. Ayrica
her iki biyosorban i¢in de tiim sicakliklardaki RL (O<R_<1) degerlerinin sifira ¢ok yakin
olmast biyosorpsiyon siirecinin Langmuir izoterm modeline uygun oldugunun,
biyosorpsiyonun tek tabakali ve homojen bir sekilde gergeklestiginin kanitidir. PGL ve
HMDA—-PGL f{izerine RS5 biyosorpsiyonu i¢in Freundlich izotermine ait grafiklerin
egiminden hesaplanan n degerlerinin 1’den biiyiik olmasi biyosorpsiyonun istemli
gergeklestigini ve PGL ve HMDA—PGL biyosorbanlarinin RS5 gideriminde oldukca
etkili olduklarini géstermektedir.
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Sekil 7. Farkli sicakliklarda (a) PGL ve (b) HMDA@PGL {iizerine RS5 boyarmaddesinin biyosorpsiyon
izotermleri, (c) PGL ve (d) HMDA@PGL Langmuir izotermi

Tablo 2 PGL ve HMDA@PGL iizerine RS5 biyosorpsiyonu i¢in hesaplanan izoterm parametreleri

Langmuir Freundlich
t KL qm 2 KF 2
cC)  (Umg (mgly " " " gy
PGL 20  1,63x102 52,36 1,70x107! 0,996 2,64 5,45 0,945
30 1,80x102 53,19 1,56x107! 0,999 2,77 6,33 0,968
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40 2,03x1072 54,64 1,41x107! 0,997 2,91 7,32 0,959
20 8,92x102 1471 3,60x107? 0,998 4,83 50,9 0,771
HMDA@PGL 30 1,02x10! 1538 3,15x107? 0,996 5,16 57,9 0,846
40 1,12x10' 161,3 2,88x1072 0,998 5,48 64,5 0,906

3.6 Sentetik atik su calismalart

RS5 boyarmaddesinin sentetik atik su orneklerinden uzaklastirilmas: i¢in uygun
biyosorpsiyon kosullarinda deneyler gergeklestirildi. PGL (0,10 g) ve HMDA@PGL
(0,050 g) ile 20°C’de pH 1,50’de yapilan deneylerde biyosorpsiyon verimi sirasiyla %
28,4 ve %95,2 olarak bulunmustur. Sonuglar, RS5'in atik sudan etkin bir sekilde
uzaklagtirllmasi da Onemli bir matris etkisinin gdézlemlenmedigini ve yiiksek
biyosorpsiyon performansi ile reaktif boya igeren atik sularin saflastirilmasi i¢in PGL ve
HMDA@PGL kullanilabilecegini agik¢a gostermistir.

4. Sonuc¢ ve Yorum

Caligsmada, diinya tiretiminde dordiincii sirada yer aldigimiz nar meyvesinin kabuklari
(PGL; Punica granatum L.) organik yapilar1 biyosorplama yetenegi ve biyosorpsiyon
kapasitesinin iyilestirilmesi amaglanmistir. PGL’nin biyosorpsiyon c¢aligmalarindaki en
onemli avantajlar yliksek aktif fonksiyonel gruplara sahip olmasi ve bircok endiistriyel
alanda kullanilmasindan dolay1 ekonomik ve kolay ulasilabilir bir tarimsal atik olmasidir.
Bu ¢alismada PGL biyosorban olarak kullanilmig ve biyosorpsiyon kapasitesi kimyasal
modifikasyon (HMDA@PGL) ile arttirilmistir. Atik sulardan Reaktif Siyah 5 (RSS5)
giderimi i¢in maksimum biyosorpsiyon kapasitesine pH 1,50 de ulasilmis ve PGL i¢in
%30,3 olan biyosorpsiyon verimi modifikasyonla %96,6” ya ¢ikmistir. Biyosorpsiyon
stireci her iki biyosorban i¢in sicaklik artisi ile biyosorplanan RS5 miktarinin arttig1 ve
stirecin endotermik olarak ilerledigi bulunmustur. Ayrica yalanci ikinci derece kinetik
model i¢in hesaplanan k> degerlerinin sicaklikla degismemesi, biyosorpsiyon hizinin
sicakliga bagh olmadigin1 gostermektedir. Langmuir ve Freundlich izoterm modelleri
uygulandiginda PGL ve HMDA@PGL iizerine RS5 biyosorpsiyonunun Langmuir tek
tabakali izoterm modeline uydugu bulunmustur. PGL ve HMDA@PGL i¢in 40 °C’de
maksimum biyosorpsiyon kapasitesi (gm) sirasiyla 54,64 ve 161,3 mg/g olarak
bulunmustur. Ozetle, kolay bulunabilen ve diisiik maliyetli bir tarimsal atik olan PGL nin
biyosorpsiyon verimi modifikasyonla arttirilmis ve anyonik boyalarin atik sudan giderimi
icin umut verici bir biyosorban oldugu goézlenmistir. PGL'nin atik suda bulunan diger
kirleticiler i¢in alternatif bir biyosorban olarak potansiyelini kesfetmek ve farklh
yontemlerle (fiziksel’kimyasal aktivasyon, kompozit vb.) biyosorpsiyon kapasitesinin
artirtlmasi i¢in daha fazla arastirma yapilabilir.
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Oz: Polisiklik Aromatik Hidrokarbon (PAH) bilesiklerinin kanserojen etkilerinin yiiksek
oldugu bilinmektedir. PAH’larin sulardaki ¢oziiniirliik degerlerinin diisiik (nanogram/litre)
olmasi nedeni ile PAH tayini 6n hazirlik islemlerinin dogru yapilmasi ve farkli analitik cihazlar
ile diisiik konsantrasyonlardaki tespitlerinin belirlenmesi i¢in hassas analitik teknikler
gereklidir. Bu tekniklerden bir tanesi de Akiskan Yonetim Sistemleri- Turbo Trace Paralel-
Kat1 Faz Ekstraksiyonu (Fluid Management Systems - Turbo Trace Parallel - Solid Phase
Extraction, FMS-TTP-SPE) 6n hazirlik sistemi kullanilarak ¢evresel su numunelerinden
PAH'larin ekstraksiyonudur. Bu ¢alismada, FMS-TTP-SPE 6n hazirlik sistemi kullanarak su
numunelerinde bulunan 11 adet PAH bilesiginin ekstraksiyonu ve sonrasinda
konsantrasyonlarinin gaz kromatografi cihazinda (GC-FID) belirlenmesi i¢in kromatografik
analiz ve ekstraksiyon metodu valide edilmistir. Gaz kromatografisi ile konsantrasyon
belirleme calismalarinin dogrulama parametreleri icin elde edilen sonuglardan LOD degerleri
6,48 ile 13,69 arasinda, LOQ degerleri ise 21,60 ile 45,62 ug L-1 arasinda hesaplanmustir. Geri
kazamim (GK) testleri ise %85,0 ile %97,0 arasinda tespit edilmistir. Onerilen yontem ile,
geleneksel yaklagimlara kiyasla tek bir ekstraksiyon prosediiriinde c¢ok diisiik PAH
konsantrasyonlarinin tespit edilebildigi gosterilmistir. Gelistirilen metot kullanilarak; 2022 yili
Nisan ay1 i¢erisinde, volkanik gol olan Gélciik goliinden on iki adet gol suyu ornegi toplanmis
ve PAH’larin konsantrasyon tespit ¢calismalar1 yapilmustir.

Anahtar kelimeler: PAH, FMS Turbo Trace Paralel SPE Sistem, GC-FID, Metot Validasyon

Development of a Method for the Analysis of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons
Using FMS-TTP-SPE Pretreatment System: Application of the Method to Lake
Water Samples

Abstract: It is known that the carcinogenic effects of Polycyclic Aromatic Hydrocarbon (PAH)
compounds are high. Therefore, accurate determination of PAH concentrations in water is an
important research topic. Since PAHs have low solubility values in water (nanogram/liter),
sensitive analytical techniques and sample pretreatment systems are required in order to
determine the low levels of PAH compounds in water samples. One of these techniques is the
extraction of PAHs from environmental water samples using the Fluid Management Systems-
Turbo Trace Parallel-Solid Phase Extraction (FMS-TTP-SPE) pretreatment system. In this
study, a chromatographic analysis and extraction method was validated and adopted for the
extraction of 11 PAH compounds in water samples using the FMS-TTP-SPE pretreatment
system and a gas chromatography equipped with a flame ionization detector (GC-FID). From
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the results, the LOD values were calculated between 6.5 and 13.7, and the LOQ values between
21.6 and 45.6 pg L-1. Recovery (R) results were changed between 85.0% and 97.0%.
Concerning the proposed method, it has been shown that high concentrations of PAHs can be
obtained in a single extraction procedure compared to conventional approaches. Using the
developed method, twelve surface lake water samples were collected in April 2022 from
Golciik lake which is a volcanic lake. Eleven PAH compounds were investigated in the lake
water samples using the proposed method.

Keywords: PAH, FMS Turbo Trace Paralel SPE System, GC-FID, Method Validation

1. Giris

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), ¢ok ¢esitli organik su kirleticileri arasinda 6zel
bir 6neme sahiptir. PAH’lar; yaygin, kalic1 ve toksik kirletici maddelerdir. Mutajenik ve
kanserojen Ozellikleri nedeniyle, Avrupa Birligi (AB) [1] ve ABD Cevre Koruma Ajansi
(US EPA), PAH'an oncelikli kirleticiler olarak listelemislerdir [2]. Ayrica, PAH in
endokrin bozucu o6zelliklere sahip oldugu petrol ve dizelin eksik yanmasi, organik
atiklarin yakilmasi, odun ve komiiriin yakilmasi, kdmiir katrani ile ham petrol iceren
endiistriyel islemler dahil olmak {izere gesitli antropojenik olaylardan kaynaklandigi
belirtilmektedir [3]. Volkanik patlamalar, orman ve bozkir yanginlar1 PAH'm baslica
dogal kaynaklar1 arasindadir [4]. PAH’lar atmosfere salindiktan sonra yas ve kuru
cokelmeler yoluyla diger alict ortamlara tasinmaktadirlar. Kentsel alanlarda gesitli su
kaynaklarina ulagabilmektedirler [5]. Akarsular, nehirler, goller ve kaynaklar igme suyu
kaynagi olarak siklikla kullanildigindan, su kaynaklarinin kirlenmesi potansiyel bir insan
sagligi riski tasimaktadir [6].

PAH karbonlu malzemelerin yiiksek sicaklikta yanma isleminden olusan, iki veya daha
fazla yogunlagmis aromatik benzen halkasina sahip organik bir grup ¢evresel kirleticidir
[7-9]. Sularda bulunan PAH konsantrasyonlari, PAH’larin lipofilik &zellik
gdstermelerinden dolay1 ¢ok diisiiktiir (ng mL™* (ppb) seviyelerinde veya daha diisiik)
[10,11]. Kalic1, toksik, mutajenik ve kanserojen 6zelliklerinden dolay1 ¢evredeki PAH
riski ile basa ¢ikmak onemlidir [12]. Yaygin olan PAH'lardan on alt1 tanesi, asenaften,
asenafetilen,  antrasen,  benz[a]antrasen,  benzo[a]piren,  benzo[b]floranten,
benzo[ghi]perilen, benzo[k]floranten, krizen, dibenz[a,h]antrasen, floranten, floren,
indeno[1,2,3-cd]piren, naftalin, fenantren ve piren US EPA tarafindan oncelikli
kirleticiler olarak listelenmislerdir.

PAH'm belirlenmesi sirasinda ¢evresel numunelerin karmasik matrisleri, PAH"!n diistik
konsantrasyon seviyeleri, diisiik su ¢oziliniirliigli, benzer fiziksel ve kimyasal 6zellikler
gibi birgok problemle kars1 karsiya kalinmaktadir. Bu nedenle, farkli matrislerde PAH'In
nicellestirilmesi icin hassas ve segici bir analitik yontem kullanilarak (6rnegin sivi
kromatografisi (LC) ve/veya gaz kromatografisi (GC)) ekstraksiyon tekniginin
kombinasyonu gerekli oldugu bildirilmistir [13-16]. PAH’larin su kaynaklarindan
ekstraksiyonunu ve analizini igeren ¢aligmalar literatiirde bildirilmektedirler [17, 18, 19].

Numune hazirlama, su numunelerindeki PAH'!n analizinde 6nemli bir adimdir. Klasik
yontemler, kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) ve sivi-sivi ekstraksiyonu igerir. Bu teknikler,
cok adimli, yiiksek maliyetli ve zaman alic1 prosediirlerle karakterize edilir. Ayrica,
bliylik miktarlarda tehlikeli ¢oziiciiler tiiketerek, ¢alisanlarin ve ¢evrenin giivenligi ile
ilgili endiseleri arttirmaktadir. Son zamanlarda solvent hacimlerinin, sorbent miktarinin
ve numune boyutunun azaltilmasina odaklanan bir¢ok yeni teknik gelistirilmistir [20]. Bu
baglamda, kati-faz mikro ekstraksiyonun ve sivi-sivi mikro ekstraksiyonun farkli
versiyonlarindan s6z edilebilir [21-24].
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Akiskan Yonetim Sistemleri- Turbo Trace Paralel- Kati Faz Ekstraksiyonu (Fluid
Management Systems - Turbo Trace Parallel - Solid Phase Extraction, FMS-TTP-SPE)
on hazirlik sistemi kullanilarak g¢evresel su numunelerinden PAH'larin ekstraksiyonu
geleneksel yaklagimlara gére birgok avantaj saglamaktadir. FMS-TTP-SPE sisteminde
tek bir adimda oOrneklerde diisiik konsantrasyonlarda bulunan PAH bilesiklerinin
adsorpsiyonu PAH kartusu tarafindan tutulmakta, adsorbe edilen PAH bilesenlerinin
desorpsiyonu ise minimum organik ¢oziicii kullanilarak gergeklestirilmekte, FMS-TTP-
SPE sistemi ile entegre olarak g¢alisan azot altinda ugurma cihazinda ise desorpsiyon
sonucu ¢oziinen numunelerde bulunan organik ¢o6ziicii azot yardimiyla isitilarak
uzaklastirilmaktadir. FMS-TTP-SPE 6n hazirlik cihazi, kapali bir sistem igermektedir. Bu
sebeple minimum diizeyde kontaminasyon riski tagimaktadir. Numune hazirlama
esnasinda standart yontem olan ekstraksiyon metoduna gore daha az ¢oziicii kullanildig:
icin ise ¢evre ve analist dostu bir cihazdir. Bu ¢alismada PAH’in 6n hazirliginda
kullanilan FMS-TTP-SPE cihazi ile yesil kimya olarak adlandirilan 6n hazirlik islemleri
ve daha verimli analitik protokollere yonelik artan taleplerin bir 6rnegi sunulmustur.
Genel olarak numune hazirlama egilimi minyatiirlestirme ve otomasyona dogru
kaymaktadir [25]. Bir prosediiriin otomatiklestirilmesi, genellikle, gézetimsiz islemlerle
calisma saatleri disinda bile devam edilebildiginden, genel numune veriminde bir artigla
sonuclanir. Ayni zamanda uygulama siiresini 6nemli 6l¢iide azaltir ve analistin tehlikeli
kimyasallara maruz kalmasint minimuma indirir. Arttirilmis hassasiyet ve tekrar
uretilebilirlik, minimum manuel islemlerden kaynaklanan otomasyonun faydalari
arasindadir [26]. Bu nedenle 6zellikle biiyiik numune partileri s6z konusu oldugunda
otomasyon sistemleri avantajlidir. FMS-TTP-SPE 6n hazirlik cihazi kullanilarak sularda
cok diisiik konsantrasyonlarda tespit edilebilen PAH’1n analiz ¢alismalarinda kullanilan
manuel sistemlerde Kkarsilasilan hatalarin ve kayiplarin oniine gegilerek daha yiiksek
konsantrasyonlarda (yiiksek on-deristirme katsayisi nedeni ile), el degmeden tamamen
kapal1 bir sistem igerisinde 6n hazirlik islemlerinin yapilabilmesi ve tekrarlanabilirlik
calismalari i¢in daha gilivenilir sonuglar elde edilmesi hedeflenmistir.

The text should be written justified and single-spaced. Please see the end of this template
file for bibliography format. Use numbers in square brackets [X] to indicate bibliography
in the text. Please use high-quality and high-resolution materials to add visuals such as
photographs, graphics, pictures, etc. Such materials should be placed centered. Do the
numbering (ie. 1, 2 etc.) and naming (ie. Figure, Graph etc.) under the material, Times
New Roman-10 point, as shown in the example. Please use a clear notation as "Figure 1"
in the text. Please do not use the "Space before/after paragraph” feature before and after
the visual material but use a blank line before and after the visual material. Please review
the given example.

2. Materyal ve Metot

2.1 Calisma Alani

Isparta ili sehir merkezinin 8 km kadar giineybatisindaki volkanik gol olan Golciik
goliinden 2022 yil1 Nisan ay1 igerisinde tiim gol ¢evresini kapsayacak sekilde on iki adet
yiizeysel su ornegi toplanmistir (Sekil 1). Bolgede yaz aylarinda arag trafigi yogunlugu
olugsmaktadir. Piknik alani olarak kullanilmasi, trafik kaynakli yakit ve mangal dumant
kirlilik kaynagi olarak degerlendirildiginden su orneklerinde PAH bilesiklerine
rastlanilabilecegi diisiiniilmiistiir.
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Sekil 1. Ornekleme alam Enlem: 37°43'49.11"K ve Boylam: 30°29'40.33"D (Google Earth)

2.2 Gol Suyu Orneklerinin Analize Hazirlanmasi

Cam o6rnekleme siseleri ilk énce sabun ve deiyonize suyla yikandi daha sonra 40 'C
sicakliga set edilen etiliv de kurutuldu, ii¢ kez yiiksek saflikta hekzan, aseton ve son olarak
deiyonize su ile durulandi. Yeni polietilen torbalara alinarak numune alma alanlarina
tagindi. Golciik goliiniin tiim alani on iki noktaya boliindii ve ¢evresinden 12 adet 1000
mL olacak sekilde 6rnek analiz i¢in toplandi.

Tablo 1. Kullanilan kimyasal ve cihazlar

Kimyasal/Sarf adi Saflik Derecesi Markasi
Diklorometan GC Safliginda ISOLAB chemicals for GC
chromatography Almanya)
Sigma Aldrich, puriss, meets
Metanol GC Safliginda analytical specification %99,7 GC
Almanya)
Asetonitril HPLC Safliginda for HPLC Loba Chemie)
C18 PAH Kartusu FMS Inc PAH 1 g C18 PAH
kartusu
. FMS Fisher Anhydrous Sodyum
Sodyum Siilfat Kartus Siilfat kartus
Cihaz Ad1 Kullanildig1 Analiz Markasi
GC-FID PAH tayininde kullanilmigtir Shimadzu GC 2010 Plus
FMS-TTP-SPE Orneklerin hazirlanmasinda EMS
kullanilmistir.
Etiiv Kurutma isleminde Niive NC500 (Ankara, Tiirkiye)
Analizlerde kullanilmak iizere - -
Ultra saf su cihazi ihtiyag duyulan saf su temininde Millipore Milli-Q (Bedford, MA,
ABD)
kullanilmustir.

Gol sularinda PAH’larin ektraksiyonu icin FMS-TTP-SPE cihazi kullanilmistir (Sekil 2).
Bu cihaz, paralel bagl bir sisteme sahip olan ayni1 anda ii¢ paralel 6rnegin beraber
calisilabilme yetenegine sahip yeni teknolojik, tamami kapali sistemden olusan bir 6n
hazirlik sistemidir. FMS cihazi kullanilarak gol sularinda PAH’larin konsantrasyonlarinin
belirlenmesi icin gelistirilen 6n hazirlik calismalar ise su sekildedir: FMS-TTP-SPE
cihazinin tiim hatlar1 6nce 10 mL metanol ile yikandi, FMS Inc PAH 1 g C18 PAH kartusu
10 mL metanol kullanilarak sartlandirildi. Sistemde kalan metanolii uzaklastirmak icin
10 dakika (dk) boyunca azot gaz1 kullanildi ve sonrasinda azot gaz valfleri kapatildi.
Golciik goliinden 1000 mL olarak toplanan her bir 6rnek 500 mL iki paralel olacak sekilde
ayrildi ve bu sekilde her bir 6rnek iki paralelli olarak ¢alisildi. Her bir paralel 6rnek,
metanol ile sartlandirilan C18 kartus tizerinden vakum altinda 15 mL/dk akis hizi ile
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yaklasik 33 dk olacak sekilde gegirildi. Ornek gegisinden sonra hatlarda kalan numuneyi
de temizleyip kartusa gondermek i¢in hatlar 10 mL saf su ile yikandi, hatlarda ve kartus
tizerinde kalan su azot gazi ile 10 dk boyunca uzaklastirild1 ve bu sekilde hem hatlarin
hem de kartusun kurumasi saglandi. C18 kartuslar1 hari¢ tutularak 6n hazirlik cihazi
sirasityla 10 mL metanol ve 10 mL diklorometan ile yikandi, daha sonra C18 PAH
kartuslarindan 20 mL diklorometan 2,5 mL dk™ *da gegirildi ve sonrasinda azot gaz1 ile
sistem ve kartuslar temizlendi. Tablo 2’de cihaza ait on dort basamakli metot
parametreleri verilmistir. FMS-TTP-SPE cihazina bagli olan SuperVap ornekleyici
sistemi {izerinde takili olan Fisher Anhydrous Sodyum Siilfat kartuslarindan
Diklorometan igerisinde ¢oziinmiis olarak gecen numuneler cam numune kaplarina
topland1. Diklorometan, azot altinda 40 °C sicaklikta yaklasik 50 dk siirede tam kuruluga
kadar uguruldu (US EPA, 1990). Cam numune kab1 igerisine 2 mL asetonitril eklenerek
¢oziinen numuneler viallere alinarak GC-FID cihazinda analiz edilmek iizere -18 "C’de
sakland1. Orneklerin son hacimleri ACN ile 5 mL olacak sekilde hazirlanmis ve 100 kat
konsantre edilmislerdir [27].

Tablo 2. FMS-TTP-SPE Cihaz metot parametreleri

Numara Akis (mL/dKk) Hacim (mL) Zaman (dk) Komutlar/Yikama
1 10 10 1 MeOH hatlar
2 5 10 2 MeOH Kkartus
3 - - 10 N> agik
4 - - 1 N2 kapali
5 15 500 33,3 Vakum pompasi agik
Vakum pompasi
6 - - 1
kapali
7 5 10 2 Su hatlar
8 - - 10 N> agik
9 - - 1 N2 kapali
10 10 10 1 MeOH hatlar
11 10 10 1 DCM hatlar
12 2,5 20 8 DCM Kkartus
13 - - 10 N> agik
14 - - 1 N2 kapali

Sekil 2. FMS-TTP-SPE On Hazirlik Sistemi
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2.3 Kalibrasyon Prosediirleri

Sertifikali standart madde olarak temin edilen PAH standartlarindan her biri i¢in stok
standartlar hazirland1 ve Tablo 3’te standartlara ait konsantrasyon degerleri verilmistir.
Hazirlanan stok standart ¢ozeltilerinden 10 mL, 10 mg/L mix (11 adet PAH igeren)
standart ¢ozeltisi hazirlandi. 10 mg/L mix standart ¢ozeltisi kullanilarak kalibrasyon
grafigi ve GC calismalar i¢in 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5 ve 10 mg/L olacak sekilde 7 farkli
konsantrasyonda standart hazirlandi. Elde edilen kalibrasyon grafikleri Sekil 3’te
gosterilmistir. Orneklerde diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlarda Polisiklik Aromatik
Hidrokarbonlarin bulunma ihtimali géz 6niinde tutularak ti¢ farkli konsantrasyonda (1, 2
ve 5 mg/L) GC ¢alismalar1 yapilmistir.

Tablo 3. Stok standart degerleri

Sira No Standart adi Konsantrasyon(mg/L)
1 Asenafetilen 227,70
2 Floranten 320,76
3 Benzo(a)piren 224,73
4 Benzo(K)floranten 269,28
5 Piren 444,50
6 Benzo(b)floranten 305,91
7 Benzo(g,h,i)perilen 270,64
8 Floren 232,65
9 Asenaften 979,08

10 Indeno(1,2,3,cd)piren 212,93
11 Fenantren 308,45

2.3.1 Elde edilen kalibrasyon grafikleri

Hazirlanan stok standartlardan elde edilen 10 mg/L mix Kkalibrasyon standart
¢ozeltisinden 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5 ve 10 mg/L olacak sekilde hazirlanan kalibrasyon
standartlarinin GC-FID ile elde edilen grafik sonuglarinda R? degerleri 0,9995 ile 0,9999
araliginda bulunmustur. Elde edilen veriler Sekil 3’de gosterilmistir.

PAH Kalibrasyon Grafigi —@— Asenafetilen
80000 Asenaften
70000 Floren
60000 Fenantren
—@— Floranten
50000
- —@— Piren
= 40000
< —@— Benzo(b)floranten
30000 —@— Benzo(k)floranten
20000 —@— Benzo(a)piren
10000 —_—— Indcno(l,2,3,cd)pircn
0 —@— Benzo(g,h,i)perilen
0 2 4 6 8 10 12 Dogrusal
Konsantrasyon (ppm) (Benzo(g,h,i)perilen)

Sekil 3. Kalibrasyon grafikleri
2.4 GC-FID Metodu

Calisma sirasinda kullanilan GC metodu parametreleri su sekildedir. Cihaz: Shimadzu
GC 2010 Plus, Otomatik drnekleyici; AOC-20i / AOC-20s, Kolon; Restek RTX-5ms GC
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kapiler kolon (30 m, 0,25 mm ID, 0,25 um film kalinlig1), Enjeksiyon hacmi; 1 uL, Inlet:
285 °C (split modu, split orani:2), Dedektor (FID); 330 °C, Kolon akisi: He, 2.0 mL/dk
(sabit akis modu), Kolon sicakligi: 120 °C, Kolon programi; 120 °C (5 dk), 15 °C/dk ile
170 °C (1 dk), 15 °C/dk ile 250 °C (1 dk), 10 °C/dk ile 280 °C (1 dk), 15 °C/dk ile 300
°C (15 dk), Toplam Analiz siiresi: 36 dk olarak belirlenmistir. Kalibrasyonda kullanilan
0,1 mg/L ve 10 mg/L standart PAH karisimina ait GC kromatogrami Sekil 4’te,
kromatogram {izerinde yer alan 11 adet PAH bilesigine ait alikonma siireleri ise Tablo
4’te gosterilmistir. Her bir PAH bileseninin kromatogramdaki alikonma siireleri,
bilesenlerin her birinin ayr1 ayr1 analizi sonucunda belirlenmistir.

u'(x10,000} Max Intensity : 266,544,979

5.0 Time: 35.882 Infen. 48,571

0.1 mg/T PAH mix

D.G—: m;ﬁ’j

50 7s 10.0 125 150 175 200 225 280 278 300 s 32 0min
Sekil 4. 0.1 ve 10 mg/L derisimlerde 11 adet PAH bilesenine ait 6rnek GC-FID kromatogrami

Tablo 4. 11 adet PAH bilesenine ait alikonma siireleri

Pik sirasi Bilesik Ismi Alikonma Siiresi (dk)
1 Asenafetilen 9,199
2 Asenaften 9,736
3 Floren 11,060
4 Fenantren 13,256
5 Floranten 15,784
6 Piren 16,292
7 Benzo(b)floranten 22,102
8 Benzo(k)floranten 22,168
9 Benzo(a)piren 23,016
10 Indeno(1,2,3,cd)piren 26,959
11 Benzo(g,h,i)perilen 28,049

2.5 Metot Validasyonu

LOD veya Yontem Algilama Limiti (MDL), "en diisiik belirli bir giiven diizeyinde
metotla tespit edilebilen analitin konsantrasyonu’” LOQ veya Kantitatif Limit, "yontem
performansinin test edildigi ve veri kalitesinin amaglanan kullanimi i¢in kabul edilebilir
oldugu en diisiik konsantrasyon" anlamina gelmektedir. LOD, test numuneleriyle ayni
denklemle hesaplanan sonuglar kullanilarak tiim Ol¢iim prosediirii boyunca alinmis
numunelerin analizine dayanmalhidir. LOD ve LOQ hesaplamalari, kalibrasyon
standartlarindan en diisiik konsantrasyona sahip olan 0,1 mg/L ¢ozeltisinin 7 tekrarli
olarak calisilmast ile elde edilmistir. Cihaz yanitinin standart sapmasi ve her ¢alistirmada,
her PAH 1n kalibrasyon egrisinin egimi hesaplanmistir. LOD ve LOQ daha sonra
asagidaki denklemler kullanilarak her ¢alisma i¢in hesaplanmis ve sonuglar1 Tablo 5’te
gosterilmistir [28].

LOD=3xo0c 1)
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LOQ=10xo0o (2)

LOD = Tespit Limiti, LOQ = Miktar Tayini Limiti
o = Standart sapma (pg/L); (Std. Sapma)
2.5.1 Geri Kazanmim Calismalar:

Ucg farkli gél noktasindan 1000 mL olarak alinan ii¢ su &rnegi birbirleri ile karistirlarak
3000 ml matriks hazirlandi. Orneklerde PAH konsantrasyonlarinin bulunma ihtimali olan
diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlari temsil etmesi amaci ile ti¢ farkli konsantrasyonda
geri kazanim ¢aligsmalar1 hazirlanmistir. Her bir geri kazanim konsantrasyonu i¢in 7 x 100
mL ornekler alindi, lizerlerine 10 ppm mix PAH standart kullanilarak 200, 400 ve 1000
mikrolitre spike yapildi. 100 mL 6rnekler PAH kartusundan gegcirilip, kartusta biriken
PAH 40 mL DCM ile alindiktan sonra 40 °C’de kuruluga kadar uguruldu ve son hacimleri
ACN ile 2 mL’ye tamamlanmistir. Son hacimleri 2 ml olacak sekilde asetonitril ile
tamamlanan geri kazanim ¢aligmalarinin seyreltme katsayisi sonucuna gore cihaz okuma
konsantrasyonlar1 (kons.) 1, 2 ve 5 mg/L olarak hesaplanmistir. Geri Kazanim (GK)
¢ozeltileri her bir konsantrasyon icin yedi tekrarli olacak sekilde hazirlanmis ve elde
edilen veriler Tablo 6” da gosterilmistir.

Tablo 5. Metot performans parametreleri

. P . LOD LOQ
PAH Regrasyon denklemi R? degerleri (ug LY (ng LY
Asenafetilen y =6271,6x — 263,72 0,9999 11,60 38,67
Asenaften y = 5883,3x — 224,03 0,9999 8,46 28,20
Floren y =6574,4x — 211,51 0,9998 10,52 35,05
Fenantren y = 6412,0x — 357,38 0,9998 9,44 31,47
Floranten y = 6571,6x — 381,61 0,9998 10,37 34,57
Piren y = 6726,6x — 214,89 0,9999 13,69 45,62
Benzo(b)floranten y = 7306,0x — 286,02 0,9997 10,39 34,64
Benzo(K)floranten y = 6635,5x + 88,494 0,9995 11,71 39,04
Benzo(a)piren y =7271,3x—170,01 0,9999 10,21 34,02
Indeno(1,2,3,cd)piren y = 7105,8x — 94,212 0,9999 10,60 35,32
Benzo(g,h,i)perilen y = 4795,9x — 83,484 0,9999 6,48 21,60
Tablo 6. GK degerleri (%) ve ortalama kesinlik degerleri (% RSD)
1 (mg/ L) 2 mg/L) 5(mg/L)
Spike GK+Std. Spike GK=+Std. Spike GK+Std. | %RSD
PAH Standart kons/ Sapma kons/ Sapma kons/ Sapma 2
Olgiilen (N=7) Olgiilen (N=7) Olgiilen (N=7) (ma/L)
kons kons kons.
Asenafetilen 0,90 89,91+0,02 1,81 90,61+0,05 4,50 90,07+0,11 | 3,00
Asenaften 0,85 84,87+0,02 1,80 90,24+0,03 4,85 96,96+0,08 1,64
Floren 0,86 85,50+0,01 1,75 87,31+0,10 4,52 90,41+0,14 5,51
Fenantren 0,87 87,12+0,01 1,70 84,85+0,08 4,49 89,77+0,10 | 4,96
Floranten 0,91 90,61+0,01 1,83 91,48+0,09 4,68 93,59+0,05 5,03
Piren 0,96 96,45+0,04 1,87 93,62+0,15 4,83 96,53+0,16 7,76
Benzo(b)floranten 0,90 89,58+0,01 1,88 94,02+0,06 4,53 90,55+0,16 | 2,97
Benzo(k)floranten 0,96 95,88+0,01 1,90 94,95+0,10 4,66 93,28+0,13 | 5,30
Benzo(a)piren 0,89 89,42+0,01 1,85 92,50+0,09 4,63 92,51+0,22 | 4,98
Inden0(1,2,3,cd)piren 0,90 89,89+0,01 1,73 86,62+0,14 451 90,24+0,11 7,97
Benzo(g,h,i)perilen 0,90 89,51+0,01 1,89 94,260,04 4,77 95,45+0,09 | 2,01
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3. Bulgular

Golciik goliintin tiim alanin1 kapsayacak sekilde toplanan gol suyu 6rneklerinde yeni bir
teknik olan 6n hazirlik sistemi kullanilarak Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlarin
konsantrasyon belirleme calismalar1 yapildi. Ornek hazirlama teknigi ise Geri Kazanim
caligmalar1 ile desteklendi. Calisilmasina karar verilen kromatografik ve on hazirlik
metotlar1 Orneklere uygulandi, ancak on iki adet gol suyu Orne§inde de PAH
konsantrasyonlari tayin limit sinirinin altinda tespit edildi. Daha 6nceden de bahsedildigi
lizere, tayin edilebilir seviyelerde PAH bilesiklerine rastlanilamamasinin en 6nemli
nedenini PAH bilesiklerinin suda ¢ok az diizeylerde ¢oziinmelerinden kaynaklanmistir.
Bu sonuca gore, Golciik goli sularinin, potansiyel kaynaklar olarak gosterilen trafik ve
mangall1 piknik aktiviteleri nedenleri ile PAH’lar bakimindan kirletilmedigidir. Ancak,
lipofilik 6zellikleri nedeni ile su drneklerinde tespit edilemeyen PAH bilesiklerinin gol
dip ¢amurlarinda birikmis olacagi tahmin edilmektedir.

4. Sonuc¢ ve Yorum

PAH bilesikleri inorganik kirleticilerin aksine genellikle gruplar seklinde atmosfere
salinmaktadirlar ve herhangi bir kaynaktan tek basina veya birkag tane PAH bilesigi
salinmamaktadir. Kaynak ¢alismalar1 yapildiginda, ¢alisma alani igerisinde higbir zaman
yalnizca tek PAH bilesigine rastlanilamaz, genelde PAH bilesik gruplarina rastlanilabilir.
Standart ve gergek c¢oziimlerde ikinci dereceden kalibrasyon stratejisi ile 11 PAH'In es
zamanl tespiti yapildi. PAH"In belirlenmesi i¢in ¢ok degiskenli ¢oziiniirlilk yontemleri
olarak FMS-TTP-SPE cihaz kullanildi. PAH"'in standart karisim numuneleri 0,1-10,00
mg/L konsantrasyon araliginda hazirland1 ve ardindan numuneler GC-FID cihaz1 ile
analiz edildi. Ik harici kalibrasyon egrileri , standart karisim kullanilarak olusturuldu.
Kor olarak hazirlanan ¢ozeltilerden elde edilen pik alanlar1 6rnek sonuglarindan elde
edilen konsantrasyon degerlerinden (pik alanlari) cikartilmistir. Daha sonra Onerilen
yontem g0l suyu Orneginde 11 adet PAH bileseninin es zamanl olarak 6l¢iimii igin
uygulandi. Numune hazirlama yontemi olarak analitlerin ekstraksiyonunda ve su
numunelerinde PAH''n Dbelirlenmesinde FMS-TTP-SPE cihazinin  kullanilmasi,
etkilesimi ortadan kaldirmak/azaltmak igin ideal bir yaklasim oldugu belirlendi. Geri
kazanim caligmalar1 ile elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucu kullanilan 6n
hazirlik tekniginin validasyon caligmalar1 sirasinda bagarili sonuglar ortaya koydugu
gozlemlendi. Klasik yontemlere nazaran daha az solvent kullanilmasi, tekrarlanabilirlik
sonuclarinin  dogrulugu ile sularda c¢ok diisiik seviyelerde c¢ozinen PAH
konsantrasyonlarinin tespit edilmesinde basarili bir yontem olabilecegi gozlemlendi.
Benzer ¢aligmalarda en az 250 veya 500 mL Ornegin analize hazirlanmasi ile uyum
igerisinde bir ¢alisma gerceklestirilmistir. On hazirlik sisteminin kapali bir yapida olmasi
ve her bir numuneye aym standartlarda islem uygulamasi ile ayn1 anda {i¢ numune
calisilabilmesi diger yontemlere nazaran bir kazanim olarak tespit edilmistir. Bir sonraki
calismada Golciik goliinde biitgeli bir proje ile sediment ve su orneklerinin yil bazli
izlenerek PAH konsantrasyonlarinin belirlenmesi hedeflenmektedir.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyani '
M. Kil¢: Aragtirma, Orijinal Taslak Yazimi, Inceleme ve Diizenleme, Dogrulama
O. Dilek: Arastirma, Orijinal Taslak Yazimi, inceleme ve Diizenleme, Dogrulama

Catisma Beyani
Bu calismanin yazarlari olarak herhangi bir ¢catisma beyanimiz bulunmadigini bildiririz.
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Etik Kurul Onayt ve/veya Aydinlatilmig Onam Bilgileri
Bu caligmanin yazarlar1 olarak herhangi bir etik kurul onay1 ve/veya aydinlatilmig onam
bilgileri beyanimiz bulunmadigini bildiririz.
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Abstract: In this study, two different azo dyes were synthesized from the reaction of 2-amino
benzothiazole derivative amine and heterocyclic coupling compounds. The structures of the
synthesized compounds were characterized such as by 1H-NMR and FT-IR spectroscopic
methods. Four different possible tautomer structures are contemplated for each of the
compounds. Considering the spectroscopic results analysis, the molecular structure of each
tautomer was evaluated. UV-Vis. absorption properties of the obtained azo dyestuff compounds
were studied using six different solvents. On the other hand, the electronic data of the
spectroscopic and absorption properties of the tautomeric structures of the final products were
examined theoretically at the B3LYP/6-311++G(2d,2p) theory level with the DFT approach.
The experimental and theoretical results obtained in the study were compared with each other
and the results were discussed.

Key words: Benzothiazole, DFT, heterocyclic, azo dyes.

Benzotiyazolden Elde Edilen Bazi1 Azo Boyarmaddelerin Sentezi ve Yogunluk
Fonksiyonel Teorisi ile Analizi

Oz: Yapilan bu calismada, 2-amino benzotiyazol tiirevi amin bilesikleri ve heterosiklik
kenetleme bilesiginin reaksiyonundan iki farkli azo boyarmadde sentezlenmistir. Sentezlenen
bilesiklerin molekiil yapilari, *H-NMR ve FT-IR gibi spektroskopik yontemlerle karakter
analizine tabi tutulmustur. Bilesiklerin her biri icin muhtemel olan dort farkli tautomer yapi
ongorilmistiir. Spektroskopik sonug analizleri dikkate alinarak, herbir tautomer molekiil
yapist degerlendirilmistir. Elde edilen azo boyarmadde bilesiklerinin UV-Vis. absorpsiyon
ozellikleri alt1 farkl1 ¢dziicii kullanilarak ¢ahisilmistir. Ote yandan elde edilen nihai iiriinlerin
tautomerik yapilarinin spektroskopik ve absorpsiyon ozelliklerinin elektronik verileri DFT
yaklagimiyla B3LYP/6-311++G(2d,2p) teori seviyesinde teorik olarak incelenmistir. Calisma
sonucunda elde edilen deneysel ve teorik sonuglar birbirleri ile karsilastirilmis ve sonuglar
tartigilmistir.

Anahtar kelimeler: Benzotiyazol, DFT, heterosiklik, azo boyarmadde.

1. Introduction

Aromatic and heteroaromatic dyes are popular compounds that are widely used not only
in textiles but also in other industrial fields [1-3]. Azo dyes containing aromatic moieties
linked by azo chromophores are widely used in textile coloring such as polyester, nylon,
acetate, cellulose and acrylic [4,5]. Azo dyes also having aromatic heterocycles are very
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important because they have shown brilliant color and chromophoric strength, excellent
light, color, washing and sublimation fastness as well as high level-dying property in the
dyes industry. One of them, benzothiazole derivative azo dyes, is important in terms of
being both red colored disperse dyes and cationic dyes. [6,7]. Benzothiazole derivative
azo dyes compounds have been synthesized many times and the applications of these
compounds in many different fields have been investigated [8]. It has also found a place
in important application areas outside the textile field such as pharmacology [9], non-
linear optical systems [10], anticancer activities [11] and antimicrobial activities [12].

Tautomerism, which has been known for over a century in azo dyes, is also an important
issue in benzothiazole derivative azo dyes [8]. In particular, it was reported that Azo-
hydrazone tautomerism is theoretically and practically attractive, and the two tautomers
are from different cuisines [13]. It is understood from the literature that the comparison
of experimental and theoretical results is very useful for evaluations in application areas
[14,15]. For this reason, the synthesis of azo dyes compounds containing benzothiazole
group and the theoretical calculations of these compounds by DFT method have been the
subject of many studies in recent years [16-22].

Considering the diversity of usage areas as well as the interest on it, in this study, two
different azo dyes were synthesized from the reaction of 2-amino benzothiazole
derivative amine and heterocyclic coupling compounds. The structures of the synthesized
compounds were characterized by 1H-NMR and FT-IR spectroscopic methods. The
absorption properties of the compounds were also investigated using six different
solvents. Moreover, the theoretical spectroscopy calculations of the compounds were
performed using the DFT method and the results were compared with the experimental
results. The possible tautomer structures of the compounds and their relations with the
electronic parameters obtained from the calculations based on these structures were
investigated. The conformations and spectral properties of the tautomer structures were
also exanimated.

2. Material and Method

The chemicals and solvents (spectroscopic grade) used in this study were obtained from
Aldrich (USA) and Merck Company (Germany) and were used without any purification.
Melting points were recorded in the Electrothermal SMP30 device. Infrared spectra were
recorded on the Bruker Alpha FTIR instrument. *H-NMR spectra were taken on Bruker
(Germany) Spectrospin Avance DPX 400 Ultra-Shield spectrometer at room temperature
by using tetramethylsilane (TMS) as the internal standard.

Compound  4-imino-3,4-dihydro-2H-pyrimido[2,1-b][1,3]benzothiazole-2-one  was
synthesized according to the literature [23].

2.1. Synthesis of (E)-4-imino-3-((6-methoxybenzo[d]thiazol-2-yl)diazenyl)-3,4-
dihydro-2H-benzo[4,5]thiazolo[3,2-a]pyrimidin-2-one

2-Amino-6-methoxybenzothiazole compound (0.249 g and 1.38 mmol) was dissolved in
5 mL of acetic acid. NaNO> (0.095 g and 1.38 mmol) were dissolved in a minimum
amount of H2SO4 by heating at 70 °C and added dropwise in an amine solution cooled to
0-5 °C. After 2 hours, the diazonium salt obtained from this solution was added to the 4-
imino-3,4-dihydro-2H-pyrimido[2,1-b][1,3]benzothiazole-2-one (0.3 g and 1.38 mmol)
in 10 mL of pyridine. The mixture was reacted at 0-5 °C for 2 hours. At the end of the
reaction, it was precipitated by the addition of dilute sodium acetate. The resulting solid
was filtered and dried. The dried solid was crystallized from a mixture of DMF/water
(1:10). The reaction route is available in Figure 1.
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This compound has been previously synthesized [24] in the literature and has been
resynthesized with some solvent changes.

O\
N, ;
o/ s ! . )\’S
) CH,COOH, NaNO, (nH,80,)
NH
C[N% i \

S
O: >=N 0
'\‘}fO Ni—Né:NH

HN
comp. 1

Figure 1. The reaction route of compound 1.

2.2. Synthesis of (E)-4-imino-3-((5-(methylthio)-1H-1,2,4-triazol-3-yl)diazenyl)-3,4-
dihydro-2H-benzo[4,5]thiazolo[3,2-a]pyrimidin-2-one

3-Amino-5-metil-tiyo-1H-1,3,4-triazol compound (0.179 g and 1.38 mmol) was
dissolved in 10 mL acetic acid and 5 mL of HCI. NaNO. (0.095 g and 1.38 mmol) were
dissolved in a minimum amount of H>O and added dropwise in an amine solution cooled
to 0-5 °C. After 2 hours, the diazonium salt obtained from this solution was added to the
4-imino-3,4-dihydro-2H-pyrimido[2,1-b][1,3]benzothiazole-2-one (0.3 g and 1.38
mmol) in 10 mL of pyridine. The mixture was reacted at 0-5 °C for 2 hours. At the end
of the reaction, it was precipitated by the addition of dilute sodium acetate. The resulting
solid was filtered and dried. The dried solid was crystallized from a mixture of
DMF/Water (1:10). The reaction route is available in Figure 2. Yield 68%, mp: 290 °C,
ATR-FTIR (cm™) vmax: 3346.99 (-O-H stretching vibration), 3167.30 (=N-H bending
vibration), 3058.36 (aromatic C-H stretching vibration), 2920.87, 2851.68 (aliphatic C-H
stretching vibration), 1637.98 (C=C stretching vibration), 1584.16 (C=N stretching
vibration), 747.68 (C-S-C stretching vibration). *H-NMR (8, ppm, DMSO-de): 2.75 (s,
3H —SCHg), 7.34-8.08 (m, 4H aromatic CH), 8.82-9.16 (b, 1H —NH), 9.68 (s, 1H —OH),

12.45 (s, 1H =NH).
NH
e T

N

_N 1) CH,COOH, HCl, NaNO, (in H,0) N\
>7NH2 - N
HN—_ / s - 0
N 2) C[ s_y  Pyridine
N o) N NH
HN)\)Q \

N

comp. 2 \©

Figure 2. The reaction route of compound 2.

SCH;

HsCS

(9]

2.3. UV-Vis. Absorption Study
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The compounds synthesized in the UV-Vis absorption study were made using solutions
prepared in six different solvents (Dimethylsulfoxide, N,N-Dimethylformamide,
acetonitrile, methanol, chloroform and acetic acid) in the range of 300-700 nm at 10™-10"
® M concentration. The maximum absorbance values obtained for the two synthesized
compounds were evaluated depending on the solvent change. The graphs obtained for
compound 1 and compound 2 are shown in Figure 3.

20 20 w v w
(a) (b)
= DMSO == DMSO
DMI DMI
m— ACN — ACN
METHANOL 156 METHANOL
15 L = ACETIC ACID | — ACETIC ACID
CHLOROFORM CHLOROFORM
2 4
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\
0.5 4 0.5 [
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nm nm

Figure 3. Absorption plots for compound 1 (a) and compound 2 (b) in different solvents.

2.4. Computational procedure

DFT [24, 25] calculations of the study were performed using Gaussian 09 software [26],
with a basis set of 6-311++G(2d,2p) on the Becke 3-Parameter of Lee-Yang parr
(B3LYP) functional. The IR calculations were completed successfully without any
imaginary frequency mode performed in the gas phase and other calculation processes
were started by checking that the compounds were optimized to the ground state energies
corresponding to the minimum energy point on the potential energy surface. The frontier
molecular orbital (FMO) energy eigenvalues of the compounds and global chemical
reactivity parameters such as HOMO-LUMO band gap, chemical hardness,
electronegativity, electrophilic index, nucleophilic index, electron donating and electron
accepting powers were also obtained from the gas phase calculations at the same level of
theory. QTAIM approach [27, 28] was used to analyze the changes of electron densities
at bond critical points and ring critical points in tautomer structures. IR1 [29] calculations
were also performed to reveal the intramolecular interactions and the electron density of
the bonds. Multiwfn software [30] was used for QTAIM and IRI analysis and data
visualization.

Spectral calculations were also performed in the same solvent phases in accordance with
the experiments at B3LYP/6-311++G(2d,2p) level of theory. *H NMR calculations were
carried out in dimethyl sulfoxide (DMSO) phase with the solvent effect approach of the
conductor-like polarizable continuum model (CPCM) using Gauge-independent atomic
orbital (GIAO) method. The H-NMR spectrum of tetramethylsilane (TMS) was
calculated as 31.8149 ppm using the same level of theory, and the relative chemical shift
values were obtained by subtracting the calculated absolute chemical shielding of TMS.

Time dependent DFT (TD-DFT) was used to calculate vertical excitation energies. UV
spectral calculations were also performed at the same level, using the Self-Coherent
Reaction Field (SCRF) method and CPCM approach, in accordance with the experiments,
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in acetic acid, acetonitrile, dimethylformamide (DMF), dimethyl sulfoxide (DMSO),
chloroform and methanol phases.

3. Results

Compound 1 was synthesized according to the literature [31] and the properties of the
compound were found to be compatible with the literature. According to the *H-NMR
analysis results of compound 2, the peak belonging to the aliphatic group —SCH3 protons
in the structure is seen at 2.75 ppm. Aromatic protons in the structure are seen in the range
of 7.34-8.08 ppm. While the peaks of two different —-NH proton is widely seen in the
range of 8.82-9.16 ppm, the peak of the —OH proton is observed at 9.68 ppm. Finally, the
peak of the =NH proton is seen at 12.45 ppm. Integration rates of protons are compatible
with the structure.

The maximum absorption results obtained compounds are shown in Table 1.

Table 1. The maximum absorption results of compounds A(nm)

Compound DMSO DMF ACN Methanol Acetic Acid Chloroform

1 334, 334, 329, 330, 347s, 333, 345s, 335, 348s,
349s, 349s, 342s, 359s, 447 363s, 437 360s, 438
458, 468, 555s  360s, 440
560s

2 351, 356 363, 383s 356, 403s 350, 390s 361, 349s, 388s
404s

s: shoulder

For compound 1, there appear to be two different maximum absorption points in all
solvents in general. In addition, shouldering is observed at short and long wavelengths in
all solvents except the solution of compound 2 in DMF. It is thus understood that the
compounds have more than one tautomeric form in these solvents. It is generally observed
that the maximum absorption points increase with the increase of the dielectric constant
of the solvents. It is thought that the energy required for electronic transitions decreases
with the increase in solvent polarity, and as a result, the absorbance value increases. For
compound 2, there is no such linear increase.

When the spectroscopic results are examined, it is observed that the solid state of the
molecules and the states in the solution are different. For this reason, the structure is
discussed over the different tautomeric forms of the molecules. Possible tautomeric forms
of the structures of the compounds are given in Figure 4 and Figure 5. When the
spectroscopic analysis results are evaluated; Finding -C=0 and -NH: stretching vibrations
in the FT-IR and 'H-NMR results [24] for compound 1 is thought to be in the 1Ta
tautomeric form of the structure in solid and solvent. For compound 2, -OH and -NH
stretching vibrations are found in the FT-IR and H-NMR results, and the state of the
structure in solid and solvent is considered to be in the 2Tb tautomeric form. The
regression analysis performed on the experimental data and the calculation results
revealed that the results were compatible with each other. Such that, as a result of the
regression analysis of the FT-IR data of compound 1 and its tautomeric form 1Ta, R? =
0.9932 was calculated. Likewise, regression analysis for compound 2 and tautomeric
form 2Tb gave the result R? = 0.9974.
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Figure 5. Possible tautomeric structures of compound 2.

The calculated *H-NMR and IR data of the predicted tautomer forms of the compounds

are given in Table 2 and Table 3, respectively.
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Table 2. Calculated *H-NMR data of the tautomers (ppm).

H3
H4

mij

OCH,

H5

NH, N—NH

N\N//SH

Comp. 1Ta S \N o Comp.2Ta
OM 1 H2 H3 H4 NH2 NH OH N PYMys ope o7 CH
er NH H 3
4.25
80 79 81 7.81 7.4 7.6
1Ta 8.37 ’ - - - - 8.23 -
3 5 3 5.59 1 8 3.96
4.26
1Tb 1(31.1 8é0 759 8{.31 ) 975 16;.0 ) ) 817 7(.)4 7(.56 )
3.96
4.24
ITe o84 7é9 7‘.18 840 ) 1%3 ) 1511.7 g4 79.)3 7%6 ‘
3.93
4.29
1Td o917 19 78 80 ) 101 gy gug 15 7T
3 4 5 2 4 3
4.01
oTa 829 19 79 81 1278 100 39
8 2 0 6.72 1 247
102 80 79 8.2 11.3 10.0 3.09
2Tb "¢ 1 7 0 ] o 98 - o0 T T
2.48
3.08
oTe 085 7i9 758 séo ) 1%.1 ) 12.5 o179 . .
2.48
3.14
otd 90 P TS8O em . . e 07
2.52
Pyr. H: Pyrimidone H.
Table 3. Calculated IR data of the tautomers (cm™2).
Tria. =N- _ _ —
Isomer NH2 NH NH  NH OH Ar.H SIO-CHs C=0 c=C C=N CsC
36393, 844,
1Ta 35205 - - - - 3220-3206 3142-3016 1752 1637,1622 1556 730
1Tb - 3512 - - 2933 32611-319 3143-3017 - 1639, 1624 1566, 1537 2%85’
1Tc - 3508 - 3236 - 3221-3193 3143-3015 1682 1640,1624 1599, 1559 iié’
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1Td - 3497 - - - 3253-3194 3146-3020 1781 1639, 1624 1589, 1582 ig)
3651a,

2Ta 32185 3651 - - 3206-3195 3166 -3069 1758 1622,1607 1661 732

2Th - 3465 3653 - 3554 3259-3193 3169-3070 - 1624, 1612 1558 738

2Tc - 3495 3664 3268 - 3262-3192 3170-3071 1659 1624,1618 1557,1528 735

2Td - 3537 3645 - - 3253-3193 3170-3071 1786 1624,1618 1587,1437 721

Tria: Triazol, Ar.H: Aromatic H, a: Asymetric stretching, s: Symetric stretching

3.1. DFT analysis

The compounds were handled in two groups, the first group tautomers 1T (a-d) and the
second group tautomers 2T(a-d), and were examined both among themselves and
mutually. Some global reactivity parameters calculated using FMOs are given in Table
4. The ability of a molecule to interact with the surrounding environment is related to its
total dipole moment, and the calculated dipole moments for tautomers 1Ta and 2Ta are
approximately 1.5-2 times greater than for other tautomers. These data indicate that
tautomers 1Ta and 2Ta may show higher reactivity to interact with the surrounding
environment. On the other hand, Eg is a crude but useful parameter for characterizing the
chemical reactivity and kinetic stability of a molecule. It can be said that due to the highest
Eq value of 1Td and 2Td in two groups of tautomer compounds, their reactivity is weaker
and their Kinetic stability is higher than other tautomers (see Figure 6 for compound 1Ta
and 1Thb). In this context, it is generally expected that the first group compounds will be
more reactive than the second group compounds. In addition, while the HOMO energies
of the first group tautomers were lower, the LUMO energies were calculated higher. A
higher HOMO energy of a compound is directly related to its nucleophilic property, and
a lower LUMO energy is related to its electrophilic behavior. Thus, in general, first group
tautomers are expected to be more electrophilic than second group tautomers. The
calculated electrophilic indices of the compounds also confirm such an expectation. The
calculated ® values of the first group of tautomers ranged from 6.224 to 7.253 eV, while
that of the second group of tautomers was calculated between 5.182-5.882 eV (see Table
4). In general, similar results were obtained for the nucleophilic indices of the compounds.
In addition, both electron accepting and electron donating power values of the first group
tautomers were higher than those of the second group. The polarizability of the first group
tautomers was also calculated higher than the second group (in the range of 361,459-
422.106 a.u for the first group, in the range of 276,850-310,863 a.u for the second group).
The electronic data support the prediction that, overall for all tautomers, 2-amino-6-
methoxy benzothiazole attached to pyrimidine makes the compounds more reactive than
3-amino-5-metil-tiyo-1H-1,3,4-triazol.

Table 4. Calculated electronic parameters of the compounds.

+

Isome Eyomo Ewmo Eg n X 0] £ a Y4 O o
r @) (V) (V) (V) (V) (V) (V) (au) Debye (eV) (eV)
301 150 433 622 365 40536 1174 132 565
1Ta  -5843 2825 5 " " 5 . ) > :
2.70 1.35 4.42 725 3.71 422.10 1.75 6.17
1Tb 5778 -3076 : ; ; 5 T aTer ;
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1Tc 5953 -3.105 2.;34 1.212 4552 7.220 3.254 39%.75 5520 1.3(?9 6.122
1Td 6381 -2.955 3.812 1.;1 4.56 6.35 3.:1 36]9.).45 5 465 1.57 5.294
oTa 6099 -2.533 3.6?6 1.;8 4.631 5.52 3.639 30%.65 9875 0.;39 5.:1
oTb  -5.958 -2.630 3.;32 1.5136 4.39 5.34 3.653 31%.86 2200 1.83 5.3?3
oTe 6.221 -2.779 3.;’14 1.;2 4.050 5.;38 3.27 30(%.14 4827 1.:3.2 5.{32
oTd  -6541 -2.552 3.;98 1.599 4.754 5.218 2.??5 27%.85 4875 O.éSl 5.3?6

Egy: Erymo — Enomo, M- Chemical Hardness, y: Electronegativity, w: Electrophilic index, €: Nucleophilic
index, a: Polarizability, u: Dipole moment, o*: electroaccepting power, w': electrodonating power

E, umo -2.825 eV @
{E,=3.018 eV S
v <
E J-L -5.843 eV e

HOMO-ESP

Comp. 1Ta Comp. 2Ta

Figure 6. ESP-HOMO and LUMO surface of the compounds 1 and 2.

As a result of tautomerization, intramolecular interactions and hydrogen bonds are
formed. In Figure 7, IRI surfaces showing intramolecular interactions of tautomer 1Ta
are given. In addition, QTAIM calculations give charge densities in RCPs and BCPs (see
Figure 8). IRI surfaces can also be used to visualize interatomic bond electron densities.
As seen in Figure 7, N=N bond (B9, n-bond) and C—C (B6, c-bond) had distinctly
different surfaces in terms of electron density (darker red indicates higher electron
density). It was observed that NH> and NH structures on the pyrimidine ring of tautomers
make strong intramolecular hydrogen bonds.
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RCP: R‘ng Critial Point —~ @& "~~~ > [ ower electron density BCP : Bond Critical Point
Figure 7. IRI surface of intramolecular interaction and QTAIM points of compound 1Ta.

Considering that the hydrogen atoms around the central nitrogen atoms in tautomeric
structures make high contributions to the intramolecular interactions, it can be said that
the B1, B2 and B3 bonds cause the electron densities in BCPs not to be affected much by
tautomerization (see Figure 8). B4 has a sigma bond only in Ta-type taoutomers and it
can be seen from the IRl and QTAIM data that the bond electron density increases due to
the =NH bond structure (n-bond) in other tautomers. The bond electron densities of Td
tautomers vary more than those of other tautomers, and the calculated total energies of
both 1Td and 2Td are higher than other tautomers in their group. Tc tautomers with both
NH---N and NH---O interactions have lower molecular energy (in the gas phase, for 1T (a-
d): -1968.839, -1968.858, -1968.863, and -1968.827, a.u, respectively; for 2T (a-d): -
1811.326, -1811.3376, -1811.3496, and -1811.3026 a.u, respectively). Electron densities
in RCPs are not affected by tautomerization and are generally calculated around 0.023
e/bohr® at R1, R3 and R5 points, and around 0.038 and 0.043/0.063 e/bohr3 for compound
1 and 2 tautomers at R2 and R4 points, respectively.

A

0.45 )
’/’{Z\\‘

*

o

D
=

@

Electron density (e/bohr?)
o
&
|
[ K

o
)
L o
P>

©
N
(&)

o
)

Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
-®-1Ta -E-1Tb -€-1Tc -4-1Td

Figure 8. Electron density values (e/bohr®) on the BCPs of the tautomers.

UV calculations of the tautomers were performed at the B3LYP/6-311++G(2d,2p) theory
level in the same solvent phase as the experiments. In general, it was observed that the
absorption peaks were not affected by the change of solvents (Table 5; Figure 9-a,b). It
was observed that the 2-amino-6-methoxy benzothiazole moiety shifted the absorption
peaks to higher wavelengths compared to 3-amino-5-metil-tiyo-1H-1,3,4-triazol moiety.
That is, the maximum absorption wavelengths of the tautomers of compound 1 were
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calculated larger than those of the tautomers of compound 2. In the similar tautomeric
conformations of compounds 1 and 2, the maximum absorption peak of the Th isomer
shifted to higher wavelengths, while in Td it shifted to lower wavelengths. Considering
that electrons in transit from HOMO to LUMO in general are responsible for the
maximum absorption peaks, it is an expected result that tautomers with small Eg values
will give absorption peaks at higher wavelengths. In addition, tautomers Th and Tc
showing absorption peak curves close to each other may be due to the similar
characteristics of intramolecular hydrogen bonds.

Table 5. Calculated UV data (absorption values > 300 nm)

Isomer  Acetic acid Acetonitrile DMF DMSO Chloroform Methanol
1Ta 470, 331 471, 331 474,332 474,332 472, 331 470, 331
1Tb 531 531 535 535 534 530
1Tc 504, 315 504, 316 507, 316 507, 316 505, 316 504, 316
1Td 413, 329s 415, 330 417, 330 417, 330 413, 321s 415, 330
2Ta 403, 333 405, 340 407, 341 406, 341 404, 333 405, 340
2Tb 429, 320 430, 323 432,323 431, 324 430, 318 429, 323
2Tc 428, 327 431, 329 433, 330 432, 330 428, 326 431, 329
2Td 331 332 333 333 331 332
s: shoulder.
b 1T — Acetic acid = Acetic acid
g E / ’\ — Acetonitrile Zsto) 2 E A - Acetonitrile
40000+ £ ?, — DMF 20000 = / \ —DMF
30000+ H { : - orotorm H / —
/ 1 — Methanol 15008 N/ \ - ~Me§1§n§m
20000+ 5 j .\ 10000 § r :
10000 /‘\ai; /J \ 5000 4
(@ol 4 —i = (b) 0+—L——i — —
210 280 350 420 490 560 630 700 200 250 300 350 400 450 500 550 600

50000 -

40000 A

30000 A

20000

10000 4

Wavelength (nm)

300004
—1Ta

e 1Th
1Tc
e 1 T

25000

20000
15000 -
10000

5000

(c)

0 T
210 280

Wavelength

350 420 490 560 630 700 770

(d) 9

(nm)

Wavelength (nm)

Wavelength (nm)

Figure 9. UV data of tautomers. (a) and (b): UV absorption plots of 1Ta and 2Ta tautomers in different
solvents, (c) and (d): UV absorption graphs of 1 and 2 tautomers in methanol solvent.

4. Conclusion

Four different possible tautomer structures are contemplated for each of the compounds.
Parallel to the experimental spectral studies, calculations were performed at the level of
B3LYP/6-311++G(2d,2p) and data to support the experimental results were obtained.
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The relationship between the tautomeric structures of the compounds and their electronic
properties was investigated theoretically. The effects of tautomeric transitions on the
conformational and spectral properties of the compounds have been demonstrated. The
calculations led to the prediction that the first group tautomers containing 2-amino-6-
methoxy benzothiazole may be more reactive than the second group tautomers containing
3-amino-5-methyl-thio-1H-1,3,4-triazole, since the first group tautomers are more
electrophilic, have higher polarizability and electron accept-donor power, and also have
lower Eg values.

It was determined that tautomerization can form intramolecular interactions and hydrogen
bonds, and tautomers with intramolecular hydrogen bonds such as NH---N and NH---O
have lower molecular energy. It has also been shown that IRI surfaces can be used to
visualize interatomic bond electron densities.

It was observed that the absorption peaks were not affected by the solvent change. In
addition, it was observed that the 2-amino-6-methoxy benzothiazole moiety decreased
the Eg value compared to the 3-amino-5-methyl-thio-1H-1,3,4-triazole group and, in
parallel, shifted the absorption peaks to higher wavelengths.he template file. The text
under this heading should be Times News Roman-12 points.
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