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Icindekiler

Proje Ozeti (Proje Tanimi)

Bugiin yine 6zellikle fizikte biiyiik bir paradigma degisikliginin kiyisinda dururken, kuantum
fiziginin mikro alemi anlamamizda yaptigi devrimin bir benzerini makroskobik sistemde
goriilmektedir. Bu yeni fizik dallarmin sagladigi araglar ilk 6nce 2012 yilinda Glowacki
vd.nin yaptig1 bir calismada, kuantum tiinellemeyi tanimlayan standart modellerin, enzimlerin
cok sayida olas1 farkli yapilar arasinda deneysel enzim verilerini agiklayabildigini
gostermistir.

Enzimler, tiim proteinler gibi siirekli olarak birbirinden farkli bigimlerde reaksiyonlara
katilmaktadir. Yapilart farklilasirken de katalitik ozellikleri 6nemli Olgiide farkli hale
gelebilir. Bu biiylik sistem, ¢ok sayida alt birimden olusur ve makro evrensel sistemin
davranist onu olusturan alt birimlerin davranisindan tamamen farklt olugmasi ve
diizenlenmesi organizmanin kolektif galismasimin bir sonucudur.

Beyin ele alindig1 zaman da dendritik aglar mikroskobik bir yapidir ve birgok sinir hiicresinin
denritik uzantilarmin bir digeri ile baglanti kurmasi (aksonlarla veya aksonsuz) durumudur.
Dendritik aglar sinir hiicreleri ve glia hiicreleri ile sarilirlar. Uzun dendritleri aksonlardan
ayirmak hem islev hem de goriinlim olarak bazen giictiir. Dentritlerin u¢ kisimlarinda,
elektron mikroskopunda goriilen dikensi ¢ikintilar (spine) bulunur. Kimyasal sinapslarin
birgogu bu dikensi ¢ikintilar iizerindedir. Bu kimyasal sinapslara ek olarak elektriksel
sinapslar da dendritler tizerinde bulunur. Dolayisi ile kimyasal baglant: yerleri dikenlerin tepe
kisminda, elektrik baglantilar dendritlerin zar kismindadir. Bu baglant1 bolgeleri sinir ileticisi,
iyon ve elektrik akimlarma duyarlidirlar. Bu biyomelekiillerin pozitif yiiklii kutuplart
dendritik zarin i¢ yiizeyi lizerine dizilirler. Negatif yiiklii iyonlarla etkilesime girerler. Negatif
yiikler dis yiizeydedir ve pozitif iyonlarla etkilesirler. ki bolgedeki pozitif ve negatif yiiklii
elementler, dendritik zarda elektromanyetik yolla etkilesirler. (Sekil 1)
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Sekil 1: Basit bir ndron gosterimi (Anonim, 2022)

Dendritik ag tizerindeki hiz vektorlerinin alani, yogunluk akimi olarak da adlandirilir ve zar
cevresi (perimembrandz) elektrik akimini verir:



Reaktan molekiillerin iiriinlere doniisebilmesi i¢in asmas1 gereken tepeler vardir. Bu tepeleri
asmalarint saglayacak elektrik akimi enerjisi, 1s1 bi¢iminde verilebilir. Reaktanlar: iirline
doniistiirmenin bir baska yolu ise molekiillerin asmasi gereken enerji engelini asagiya
cekmektir. Basta hidrojen ve oksijen olmak {izere proton spinlerinin déonme hareketinin
frekans1 farklidir. (Hidrojen atomu i¢in bu frekans 42,58 MHz/Tesla). Klasik mekanik
bariyerleri asmak i¢in yeterli enerjiye sahip olmayanda ise pargacigin diger tarafa
ulagamayacag1 ongoriiliir. Kuantum mekaniginde kiiclik bir ihtimalle de olsa bu parcaciklar-
diger tarafla tlinel yapan- bariyerleri asacaktir. Maddenin normalde isleyisinden gelen bu
farkliligin sebebi olarak dalga ve parcaciklarin 6zellikleri gosterilebilir. Bu ikilemi, par¢acigin
pozisyonunun ve momentumunun ayni anda bilenebilecegini tanimlayan Heisenberg
belirsizlik ilkesiyle agiklamak miimkiindiir. Temelde; diger taraftaki pargacigin varliginin
ihtimali sifir olmayan bir degerdir ve bu tiir pargaciklar benzer frekansla orantili bir olasilikla
diger tarafta goziikebilir. Kuantum tlinelleme ve kuantum fizigi disinda fiziksel bir sistem
olan alanlarin ya da parcaciklarin (ya da taneciklerin) bilesimi bi¢iminde g6z Oniine
alindiginda bu iki par¢acigin konumu, yani alan ve parcacik, siirekli/slireksiz bir ¢iftin
kutuplar1 gibi birbirine karsit konumda olarak diisiiniilebilir. Alanlar taneciklerden dogar,
yayilirlar ve taneciklere etki ederler. Kuantum kurami alan/tanecik (ya da dalga/parcacik)
ikilemini ortadan kaldirir ve kuantum teorisini ikisinin yerine koyar. Buna QFT adi verilir.
QFT’ye gore izole olmayan (yani agik, ¢evre ile iliskide) bir sistem enerji kaybi olmaksizin
stabil kalabilmektedir. En az diizeyde enerji 6z degeri (eigen value) olan enerji 6z
durumundaki (eigenstate) mikro evrensel alan vakum durumu enerji kaybetmez. Vakum
durumu QFT’de ideal stabil fiziksel durumu temsil eder.
Kiibitler sayesinde olusturulan bu fiziksel durum tek ve ¢ok hiicreli organizmalarin mikro
yergekiminde uzay ¢evresel stres faktorlerinin dayattigi risklerden kaginmayi saglasa da daha
onceki ¢alismalarda hayvanlarin kullanimlar1 ¢ogu zaman biiyiik hacimli spesifik yetistirme
biyoreaktorlerine ihtiya¢ duymalar1 gergegiyle sinirlanmustir. Tardigradlar ise bu sorunun
istesinden gelmeyi saglayan az bilinen ve ihmal edilen hayvanlardir. Kuantum calisma
alanlarinda desteklenmesi sebepleri:
Q) kiigiik biyoreaktorlerde tutulabilen ve yetistirilebilen minyatiir hayvan olmalari
(200-1000 um uzunlugu);
(i)  doku ve organlara sahip olmakla birlikte, sinirli hiicre sayist (yaklasik 1000); ile
basit bir formda olmasi
(ili)  laboratuvar kosullarinda kolaylikla yetistirilebilmeleri;
(iv)  partenogenetik, apomiktik olmalariyla norolojide  klonal — soylar  elde
edilebilmeleridir.
Tiim tardigradlar suda yasayan hayvanlar olmasina ragmen, anhidrobiyoz ad1 verilen olduk¢a
kararli bir seviyede stabil metabolik aktivite durumuna girebilerek periyodik kurumaya maruz
kaldiginda karasal habitatlarda gelisimlerini devam ettirebilmektedirler. Tardigradlar, bu
fizyolojik duruma girdiklerinde viicut sularinin %97'sini kaybederek asil boyutlarinin yaklasik
ligte biri kadar kuru bir yapiya doniismektedirler. Rehidre edildiklerinde, gergek aktif
metabolik durumlarina birkag dakika ile birka¢ saat arasinda geri donebilmektedirler.
Boylece; kurutulmus tardigradlar birkag y1l boyunca anhidrobiyoz durumunda kalabilmekte
ve tam kuruma, siddetli soguk, mikro yercekimi, vakum ve yiiksek seviyelerde iyonlastirici ve
UV radyasyonuna dayanma yeteneklerine sahip olabilmektedir. Bu sayede ¢ogaltilarak



enzimler ve proteinler gibi reaktan molekiillerin aksiyon esigini 6l¢mede 6nemli bir konuma
sahiptir.

Viicutta dokularda her yerde bulunan ubiquitin, bu molekiillerin basinda gelmektedir.
Ubiquitin'in  (poliubikuitin) ¢oklu kopyalari, proteinleri bozunma ig¢in etiketlediginden
norodejeneratif hastaliklarda 6nemli bir role sahiptir. 1869'da Charcot tarafindan tanimlanan
ALS, 3-5 yillik bir siire boyunca istemli kaslarin felg olmasina yol agan hem tist hem de alt
motor ndronlarin kaybini igeren semptomlarla bas gostermektedir. Tiim ALS vakalarinin
~%10'u TDP-43 ve SODI1 spesifik gen mutasyonlari ile iliskilidir. Giiniimiizde de ALS, TDP-
43 ile bir proteinopati (proteinlerin agregasyonundan kaynaklanan hastaliklar) olarak kabul
edilmektedir.

TDP-43 patolojisi arastirmasi i¢in Geng vd., 2022 c¢alismasinda apikal dendritleri boyunca
ciddi his kaybu ile karakterize edilen {ist motor néronlarinda dejenerasyonda 6nemli role sahip
oldugu gosterilmistir. UCHL1 nakavt farelerde ilk olarak degerlendirilerek kortikospinal yolla
AAV-UCHLI enjeksiyonlari, iist motor noronlarda retrograd ekspresyona ve bu morfolojik
dejeneratif fenotipin tamamen tersine ¢evrilmesine yol agmistir. UCHL1 ekspresyonu, yanlis
katlanmis SOD1 ve TDP-43 protein birikimi diizeylerinin azalmasma neden olmustur. Bu,
ALS'ye neden olan bir dizi mutasyon boyunca UCHLI1 aktivitesinin ndron sagligi lizerinde
daha genis bir etkisi oldugunu gostermektedir. Bu calismalardan sonra; AAV-9, UCHL1
ekspresyonunu sadece gelistirmesi zor olan promotore 0zgii vektorler gerektiren motor
noronlarda yonlendirmek zorunda kalmasi sonucu ¢ikmistir.

Bu projede de tardigradlarda doz araligi, etkinlik ve toksisite ¢alismalarin1 degerlendirilerek
aksiyon asimui yari iletken siiper diot-kiibit sistemiyle ekstrem durumlarda ele alinacak ve
ubiquitin modellemesiyle bugiine kadar hi¢ yapilmamis bir sekilde tun durumuna gegirerek
nakavt fare ve insanlardaki mutant proteinler mikro enjeksiyonla aktarilip similasyonlarla
diizeyleri incelenecektir. Bdylece, karmasik norolojik hastaliklarda motor kortekse bagl
dogrudan AAV tabanlh gen tedavisi ve 6zellikle ALS hastalari i¢in yeni tedavi yollarinin 6nii
acilmis olacak ve lilkemizde Norokuantoloji bilim dalinin 6nii agilacaktir.

2. Problem/Sorun

e Literatiire bakildiginda 2005°te heniiz lizerinde durulmaya baslayan multidisipliner
olan Noérokuantoloji bilim dalinda 6zellikle ndronlardaki mikrotiibiillerde gergeklesen
kuantum tiinelleme tizerindeki ¢alismalar gliniimiize kadar kisith sayida yaymlanmaya
devam etmektedir. Calismalarin temel noktasi; kuantum tiinellemede, bir pargacigin
klasik fizik yasalarina gore gecemeyecegi kadar yiiksek bir engeli asabilir. Ancak
zamanla enzimlerle ilgili bazi1 deneysel goézlemler, enzimlerin isin igine girdigi
kimyasal tepkimelerde kuantum tiinelleme modellerinin yetersiz kaldigina isaret
etmektedir. Ciinkii; enzimlerle beraber c¢ikan reaktan molekiillerin {iriinlere
doniisebilmesi i¢in asmasi gereken tepeler vardir. Bu tepeleri asmalarini saglayacak
elektrik akimi enerjisi, 1s1 biciminde verilebilir. Reaktanlari {iriine doniistiirmenin bir
baska yolu ise molekiillerin asmasi gereken enerji engelini asagiya cekmektir.

e Bu konuda bugiine kadar, en 6ne ¢ikan motor nérodejenaratif hastalik olan amyotrofik
lateral skleroz (ALS) ve diger ilgili motor néron hastaliklarinda ¢ok sayida mutasyon
tanimlanmistir. Bununla birlikte, Alsin2 (ALS2) genindeki mutasyonlar o6zellikle
onemlidir, ¢ilinkii diger mutasyonlardan farkli olarak esas olarak gencleri



etkilemektedir. Bu gendeki mutasyonlar Jiivenil ALS vakalarinda, juvenil primer
lateral sklerozlu (PLS) hastalarda, infantil baslangi¢li asendan kalitsal spastik
paraplejili (IAHSP) saptanir ve otozomal resesif gegisli jiivenil ALS'nin en yaygin
nedenidir.

e ALS2 geni tarafindan kodlanan ve esas olarak merkezi sinir sisteminde eksprese
edilen Alsin, her yerde bulunan bir proteindir. ALS2, 2q33 kromozomu {iizerinde
bulunur ve 33 intron ve 34 ekzon igerir. Protein, iki ek varyantini kodlamaktadir: 1657
amino asitlik uzun bir form ve 396 amino asitten olusan kisa bir form. Bu
mutasyonlarin kalitsal spastik paraplejiye (HSP) neden oldugu bulunmustur ve
bunlarin ¢ogu, alsin proteininin uzun ve/veya kisa formunun kesilmesine ve fonksiyon
kaybma yol agan homozigot mutasyonlardir. Bu sonuglara ragmen; ALS geni
mutasyonlarinda ters etiketleme yapilmamistir ve farelerle yapilan 6rnek bir ¢aligma
Sekil 2 *de gosterilmistir:
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Sekil 2: EM ile birlestirilmis eGFP immiinositokimyasi (Gautam vd., 2016)

(A) Hastalikli CSMN'nin apikal dendritleri igindeki biiyiik kusurlari ortaya ¢ikarmaktadir.
Alsin WT -UeGFP farelerinde CSMN'nin apikal dendriti herhangi bir vakuol igermemektedir
ve saglikli morfoloji gostermektedir. (B — E) Alsin KO -UeGFP farelerinde CSMN'nin apikal
dendritleri, farkli boyutlarda ve ¢esitli asamalarda vakuollere sahiptir. (F) Sadece hastalikli
CSMN'de vakuollii proksimal apikal dendrit ve (G) distal apikal dendrit ile CSMN soma
etiketli bir GFP etiketlidir. Ekler, ¢ok sayida parcalanan hiicresel enkaz iceren temsili
vakuollerin biiyiitiilmiis gériiniimiinii gdstermektedir. Olgek cubugu: 2 pm (A-G); 500 nm (i¢
kisimlar).

Coziim

Projede temel nokta olan kuantum tiinellemede her ne kadar Taramali Tiinelleme Mikroskobu
ve yari-iletken tiinel diyot kullanilacak olsa da katalizor gorevi goren enzimlerin Gegis
Durumu Kuramini incelendiginde aksiyon potansiyelinde islevi olan elektron dinamigini
tespit etmek i¢in ubiqutin gibi enzimlerle ¢alismak gerekmektedir.



Aksiyon potansiyelinde 6nce kuantum kuramindaki en 6nemli konulardan alan/tanecik (ya da
dalga/pargacik)kurami bu ikilemi ortadan kaldirir ve kuantum teorisini ikisinin yerine koyar.
(QFT) Kuantum fizigi enerji ve momentum ayri ayri, uzay-zamandaki ufak degisimlerle
dalgalanabilirler. Ozel gorelilik ise enerjinin maddeye déniisebildigini sdylemektedir. Bu iki
kuram birlestirildiginde zamanda yeterince biiylik dalgalanmalar, belirli bir esigi astiklarinda
ortaya kuantum parcaciklar1 ¢ikarabilmektedir ve ayrica bu islemin tersi de miimkiindiir.
Sonugta; var olan kuantum parcaciklari yok olabilmektedir ve bu QFT’ye paralellik gosterir.
Bu iki kuramdan olusan enerji dagilimlari makroskobik sinir hiicrelerini, dendritik ag1 ve
dogrudan mikroskobik protein iplik¢iklerini etkileyecektir. Boylece; sinir hiicreleri de gelen
uyaranlar1 farkli beden organlarina ulastirip konugma ve hareket gibi biyolojik degisikliklere
neden olabilecektir. Sonugta; Sekil 3’teki akis semasinda goriildigi gibi QFT ve ndronlar
arasindaki baglant1 gdzler oniine serilecektir:
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Sekil 3: Proje ¢oziim kavramsal ag1

4, Yontem

4.1.Yari Iletken Diyot Hazirlanmasi

Aksiyon potansiyeli dl¢iimii ve kuantum bitlerini QFT modelinde eslestirmek igin (Ozdireng
degerleri iletkenler ile yalitkanlar arasinda olan katilara yari-iletken denir.) Yari-iletken
malzemeler mutlak sifir sicakliginda (0°K) yalitkan olan ancak sicaklik arttik¢a elektriksel
ozellikleri degisen malzemeler olup p-n eklemi tiim yariiletken aygitlarin temelini olusturur.




Olusturulacak olan ideal bir diotun akim-gerilim grafigi sekil 4’te gosterilmistir. Sekil 4’te de
goriildigi iizere, diyot, akimi yalniz bir yonde (iletim/dogru yonde) gegirir. Bu nedenle diyot,

tek yonlii bir devre elemanidir.
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Sekil 4: Yari iletken diyot ve Ideal bir diyot i¢in akim-gerilim grafigi (Ankara {iniversitesi ders notlari,
2015)

4.2. Ubiquitin molekiiliiniin esik modellemesi

Yar iletken diyot, viicutta dokuda en ¢ok bulunan ubiquitin molekiiliiniin esik modellemesi
icin kullanilmak tizere (Ubiquitin'in (poliubikuitin) ¢oklu kopyalari, proteinleri bozunma i¢in
etiketler ve c¢esitli norodejeneratif hastaliklarda 6nemli bir rol oynar.) Oncelikle c¢oklu
seviyelerde politibikine proteinleri diizenlemek i¢in ¢ok énemli bir enzim olan UCHL1'in, en
agresif norodejeneratif hastaliklardan biri olan amyotrofik lateral sklerozda (ALS) iist motor
noronlarin dejenerasyonunu tersine ¢evirebilecegi gosterilecektir. (Geng vd., 2021) Bunun
icin; Adeno-iligkili viriis (AAV) AAV plazmit kullanilarak alt-birlesen HEK293 hiicrelerinin
vektorlerinin Giglii transfeksiyonu ile iiretilmesi gerekmektedir. AAV2 kapsidini kodlayan bir
AAV trans-plazmiti, bir adenoviriis yardimei plazmidi promotorii ile eGFP'yi eksprese eden
cis mekik plazmidi Kkiltiirii toplanip tegetsel akis filtrasyonu ile konsantre edilmelidir.
Iyodiksanol gradyan ultrasantrifiijleme ile saflastirilarak AAV plazmitine alt klonlanmalidir.
Mikro-enjeksiyonlar, bir nanojektore bagli, ¢ekilmis egimli cam mikro pipetler kullanilarak
eGFP'yi kodlayan AAV tarafindan geriye doniik olarak etiketlenmelidir. AAV2-eGFP genom
kopyasi i¢eren dorsal funikulus (df) iginde yer alan CST'ye enjekte edilmelidir ve omuriligi
ortaya ¢ikarmak ve bireysel CSMN'nin sito-mimarisini incelemek igin farede servikal
omurilik (C2-C3) seviyesinde) 0,3 mm derinlikte kiigiik bir laminektomi yapilmalidir.
Boylece; morfolojilerinin ayrintili analizini saglanabilecek ve ubiquitin modellemesi i¢in
zemin hazirlayacaktir. CSMN seviyesinin en yiiksek derecede goriilebilmesi i¢in %0,5 Floro-
Gold (FG; Fluorochrome LLC, Denver, CO; %0,9 salin soliisyonunda 96 ml) enjekte
edilmelidir.

4.3. Doku toplama ve histoloji

Farelere ketamin (90 mg/kg) ve ksilazin ile derin anestezi uygulanarak (10 mg/kg) PBS icinde
%4 PFA ile perfiize edilerek beyni ¢ikarilmalidir. Fare gece boyunca %4 PFA ile sabitlenerek
4 °C'de PBS-sodyum azid (%0.01) iginde tutulmalidir. Beyinler titresimli bir mikrotom
kullanarak boliimlere ayrilmalidir. Primer antikor ile inkiibasyondan once 2 saat C su
banyosunda bekletilmeli ve her altinci koronal kesitte immiinositokimya yapilmasi i¢in Ctip2
antijen alimi yapilmalidir. (80°'de 0.01 M sodyum sitrat, pH 9.0) Uygun antijen listesi su
sekildedir:




Birincil antikorlar,

e anti-Ctip2 (1:500; Abcam ab18465,

e Cambridge, MA, ABD); anti-GFP (1:1000; Invitrogen A11122, Grand Island, NY,
ABD), anti-ChAT (1:200; Millipore AB144P, Burlington, MA, ABD),

e yanlis katlanmis SOD1 (B8H10, 1:250, Médimabs MM 0070) -P, Montreal, Quebec,
Kanada), antiFLAG klonu

e M2 (1:500, Sigma F1804, St. Louis, MO, ABD) ve

e anti-UCHL1 (1:1000; ProteinTech 14730-1-AP, Rosemont, IL, ABD).

4.4. Yanlis katlanmis TDP-43"tin miktar tayini

Birincil motor korteksin elli mikron kalinliginda serbest yiizen boliimleri, antikor seyreltmesi
ile immiino-lekelendirme uygulanir. Olusan monoklonal antikoru, mutanti spektrumunu tespit
edebilecektir. TDP-43 patolojsine sahip prpTDP-43A315T farelerinin transgen iriinler insan
TDPA315T proteini etiketli bir eksojen TDP-43A315T transgen {riiniinii ile karsilastirilarak
gorsellestirelebilir. Mevcut ¢ikacak olan goriintiiler ters ¢evrilmis bir epifloresan iizerinde x20
objektif kullanilarak yakalanabilecektir.

4.5 Tardigrad deneyleri

Bundan sonraki asamada kullanilmasi hedeflenen 50-1200 pm uzunlugunda olan mikroskobik
omurgasiz hayvanlardan olusan filum Tardigrad’a ait goriintii Sekil 4 ‘te verilmistir.
Kullanilmas1 diistinilen bu canlinin en Onemli Ozelligi olaganiisti hayatta kalma
yetenekleridir ve daha 6nceki bir ¢alismada 50 mK gibi asir1 diisiik sicakliklara ve 10—19
mbar gibi diisiikk Diinya yoriinge basinglarina maruz birakildiginda hayatta kalabilmesidir.
(Mobijerg vd., 2011)

Sekil 5: Tardigrad alttan (solda) ve tistten (sagda) goriintiileri (Rizzo vd., 2015)

Tardigradlarin bu asir1 kosullarda hayatta kalabilmelerinin sebebi kriptobiyoz (donma ve
kuruma dahil olmak iizere cesitli asir fizikokimyasal kosullar tarafindan indiiklenebilen)
olarak bilinen gizli bir yasam durumudur. Kriptobiyoz durumuna sokmak igin ve
canlandirmak i¢in; kuruma sirasinda hacimleri azalip “tun” olarak bilinen ametabolik bir
duruma biiziildiiklerinden atmosfer basincinda sivi suya yeniden verilmesiyle canlanmasi
saglanir. Yapilmasi hedeflenen deneylerde de 100-150 pm uzunlugunda kurutulmus R.
varieornatus tunlart kullanilacaktir. Kurulmus olan yari iletken diot transmon kiibit {izerine
bir tardigrad tunu yerlestirilerek tardigrade sisteminin rezonans frekansindaki bir kayma
yoluyla kiibit ile tardigrad tun arasindaki eslesmeyi gézlemlenecektir. Daha sonra; kiibit-
tardigrad sistemi daha sonra ikinci bir siiper iletken kiibit ile karistirilip targidrada TDP-43



patolojisi olan prpTDP-43A315T yiiklenerek yogunluk matrisini kuantum durum tomografisi
yoluyla deneysel olarak yeniden yapilandirip geg¢is durumu incelenecektir.
Bunun i¢in kurulacak diizenek Sekil 6° de gosterilmistir;
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Sekil 6: Kiibit-tardigrad sistemi gosterimi (Lee vd., 2022)

Oksijensiz yiiksek termal iletkenlige sahip bakir 3D mikrodalga boslugunun i¢ine yerlestirilen
iki transmon kiibit ('qubit A' ve 'qubit B'), 4.521 GHz’te yaklasik 1 mm aralikla (silikon
¢iplerin iki kati1 kalinlikta)arka arkaya monte edilecektir. Her bir kiibit tizerindeki kapasitor
plakalar araciligiyla dogrudan birlestirilerek tun olmayan qubit A i¢in fA = 3.048 GHz ve
qubit B i¢in fB = 3.271 GHz'e karsilik gelecektir. Soguma icin; tek bir kriptobiyotik tardigrad,
150 um karelik bir seliiloz filtre kdgid1 parcasi tizerinde kiibit B'nin alt tabakasina, tardigrad
tarafi alt tabakaya daha yakin olacak sekilde, transmon kiibitin sont kapasitor plakalar arasina
yerlestirilir. Yerlestirildikten sonra filtre kagidindan transmon diizlemine yer degistirecektir
ve elektrik alanlartyla transmon arasinda ¢ok zayif bir etkilesim meydana gelecektir ve
similasyonlarla dogrulanmasi gerekmektedir. (Sekil 8) Qubit B'nin maksimum frekansi, Sekil
8’de gorildigi gibi MHz ile fB=3.263 GHz'e kayarken, qubit A'nin maksimum frekansi
onemli 6l¢iide degismeyecektir. Bu degisim uyarimi pertiirbasyon teorisi ile elde edilebilir ve
temel durumdaki frekans araligi Formiil 1’de gosterilmistir:

Formiil 1

Bu formiile gore sonugta negatif etkilesimde frekans farki azalacaktir. Bu negatif frekansla,
tardigrada bakildiginda kiibit frekansindan daha hizli salinan yiikler oldugunda miimkiin
olacaktir. Etkili dielektrik ortamin degigsmesi de tardigradin eklenmesi ile miimkiin olacaktir.
Kubit B'nin transmon sont kapasitensine eklenmesi sonucunda frekansini degistirecektir.
ANSYS Maxwell kullanilarak da elektrik alanlar1 ve kapasitans kaymalar1 simiile
edilebilecektir. 100 um uzunlugundaki Sekil 7°de goriildigii sekilde sistem konumlandirilarak
kiip olarak modellendirilen tardigrad dielektrik sabiti verileri 4-30 arasinda degisecektir.
Glutatyan rediiktaz seviyesi igin ise bu degerler Sekil 7b’de gosterildigi {lizere
gecirgenlik/MHz orant Olgiilen frekans kaymasmin er =~ 4'e yaklasik olarak tardigrad
dielektrik sabitine karsilik gelmektedir.
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Sekil 7:Transmon diizlemde sayisal simiilasyon 6rnegi (yeniden diizenl.) (Lee vd., 2022)

Transmon diizlemdeki sont kapasitor plakalart boyunca 20 mV'luk potansiyel farki icin
tardigrad ylizeyi boyunca elektrik alaninin sayisal simiilasyonlar1 Sekil 8’de turuncu renkle
gosterilmistir. Tardigrad tun durumundayken kare filtre kagidina baglanmis durumdaki
elektrik sabiti 4,5 olup 150 dielektrik sabiti 4 olan 100 um uzunlugunda bir kiip olarak simiile
edilmektedir. Goriildigi gibi, filtre kagidi transmon diizleminden yeterince yer degistirmistir
ve elektrik alanlarla 6nemli Slgiide etkilesmemektedir. b) Proteinler icin tipik gecirgenlik
degerleri ile simiile edilmis, tardigraddan beklenen frekans kaymasi (4 ila 30 araliginda). -8
MHZz'lik gozlemlenen frekans kaymasi, tardigrade tun igin yaklasik 4'liik bir dielektrik
sabitine karsilik gelir.

Bu baglantiyla olusturulan birlesik sistem, kiibit ile karsilastirildiginda farkli enerji araligina
sahip olacaktir. Tardigrad i¢indeki yiikleri, kiibite bagli N harmonik osilatorlerle (muhtemelen
farkl frekanslara sahip) modellenecektir. Birlesik tiglii sistemin dolasik durumu dogrulanmasi
icin, dort boyutlu alt uzaymnda kuantum durum tomografisi gerceklestirilerek 16 farkli
kombinasyonu (kiibit A ve birlesik kiibit B-tardigrade sistemi) durumlarina uygulanacaktir.
Kombinasyon dizileri olusturmak igin; kiibit ve tardigradin bulundugu karistirma odasinda 10
mK'nin altindaki sicakliklara ulagsmasi ve basing diisiisiiniin yaklagik 6 x 10—3 mbar'a diismesi
beklenmektedir. Olusabilecek deneysel hatalar ve giiriiltii nedeniyle, deneysel verilere en
yakin fiziksel yogunluk matrisini p yeniden olusturmak i¢in maksimum olabilirlik yontemi
kullanilmalidir. Sonugta olusacak tardigrad ile dolasma verileri Sekil 9°daki gibi olacaktir:

a) Real part, Theory Real part, Experiment b)
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Sekil 8: Tardigrad ile dolagma simiilasyonu. (Lee vd., 2022)
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a) Kiibit A durumlar ve kiibit B ve tardigrade tun'un birlikte giydirilmis durumlar tarafindan

yayilan dort boyutlu alt uzaydaki birlesik {i¢lii sistemin tomografisi. Maksimum olabilirlik
tahmini (yesil) ile yeniden olusturulan yogunluk matrisinin ideal duruma (mavi) uygunlugu
%82'dir. b) a'da sunulan durumu iiretmek i¢in Hadamard kapist (H) ve ardindan CNOT kapisi
kullanilmigtir. ¢) Mikroskobik modelde 6'nin bir fonksiyonu olarak kuantum dolasiklik,
tardigrad tun ve qubit B arasindaki etkilesim kuvveti. n-dolasma, gergek ti¢lii dolasikligi, yani
ikili dolagsmaya indirgenemeyen bir kuantum korelasyon bi¢imi nicelendirilmektedir. (Bkz.;
SI)

4.6. Biyokimyasal Testler

Enzim tayinleri i¢in kullanilacak olan substratlar ve reaktifler NAD(P)H, DTNB, GSH,
GSSG, glutatyon rediiktaz ve tert-butil hidroperoksit (Sigma-Aldrich) tir. Her tiir ve her
numune Seti i¢in, her biri 10 tardigraddan olusan 6 veya 8 kopya, her biri 30 saniyelik 3 dongii
kullanilarak buz iizerinde homojenlestirilmelidir. Homojenat haline getirildikten sonra protein
icerikleri analiz edilebilecektir.

Stiperoksit dismutaz enziminin aktivitesi 6l¢timii i¢in, NAD(P)H oksidasyon inhibisyonuna
dayali yontem kullanilarak analiz edilmelidir. Kimyasal olarak {iretilen siiperoksit tarafindan
NADPH oksidasyonunun inhibisyonu, doku ekstraktlarinin varliginda 20 dakika boyunca 340
nm'de dlgiilecektir. Inkiibasyon karisimi 213 pL TDB (trietanolamin/dietanolamin 100 mM,
pH 7.4), 10 uL NADPH 7.5 uM , 7 uL EDTA-MnCI2 ( 100 mM-50 mM ) ve 20 pL seklinde
olacaktir. Bir iinite SOD aktivitesi, NADPH oksidasyon oranini %50 oraninda inhibe etmek
icin gereken enzim miktar olarak tanimlanmaistir.

Glutatyon rediiktazin aktivitesi, NADPH'in oksidasyonunu takiben 340 nm'de GSSG
azalmasi ve NADPH tiiketimi seklinde devam edecektir. Olusturulan inkiibasyon karisimi,
0.25 mL'lik bir nihai hacme ulagsmak i¢in; 5 uL GSSG, 125 mM, 3 uL NADPH, 11 mM, 20-
50 uL hayvan homojenati1 ve K-fosfat tamponu (100 mM, pH 7.0) igerecektir. Bir iinite GR
aktivitesi, 1 p mol NADPH min -1 oksidasyonunu katalize etmek icin gereken enzim miktari
olarak yeterli olacaktir.

4.7. Istatistiksel analiz

Cikan deney sonuglart SPSS programi kullanilarak ortalama + SD olarak ifade edilmesi i¢in
veriler, Mann-Whitney testi ile analiz edilmelidir.

Yenilikci (Inovatif) Yonii

1933'te baslayan meshur Niels Bohr'un Isik ve Yasam derslerindeki analoji, fizikgilerin atomu
karakterize etme gabasiyla biyologlarin hiicreyi karakterize etme ¢abasini benzestirmektedir.
Verilen derslerdeki temel nokta; “canli hiicreler de cansizlar gibi siradan maddeden
yapilmistir ve dolayisiyla eksiksiz bir kimyasal analiz yapilabilir.” Buradan ¢ikan tek sorun,
canlilikta bu madde, oldukga karmasik bir sekilde hizalanip dizilmektedir.

Daha sonra 1940’lardan itibaren biyolojik ve biyokimyasal atilimlar giiniimiize kadar devam
etmistir ve Bohr'un tamamen hatali oldugunu gdstermektedir; ama gectigimiz en son
Singapur'daki Nanyang Teknoloji Universitesi'ndeki bir grup arastirmacinin ortaya koydugu
calisma kuantum biyolojisi patlmasin1 oluturan modern biyoloji, kimya ve fizigin Gtesine
gecerek, bu liciinli birlestirerek bir deney gerceklestirdiler: Tardigradlar olarak da bilinen su
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ayilarini, siiper iletken bir kuantum bit (yani "kiibit" veya "qubit" olarak da bilinen kuantum
bilgi birimi) igerisine yerlestirilerek, onlar1 bir devre igerisinde "kuantum dolaniklik"
durumuna soktular.

2020’de Dakaf Ar-Ge Proje Pazari’nda proje yoneticisinin ayni adla sunmus oldugu literatiirde
olmayan ve essiz bir fikir olan “Noronlarda Kuantum Tiinelleme ile Tedavi” projenin bir
basamagi olan kuantum tiinelleme ile aksiyon potansiyelinin asilarak tardigradlarin kuantum
dolaniklilik deneyi sirasinda hala metabolik aktivitesini ¢ok diislik bir diizeyde korundugu
gosterilerek bunun canli organizmalar {izerinde de calisilabilecegini gostermistir. Bu
deneyden ayr1 olarak projemde, sadece ekstrem durumlarda hayatta kalabilen tardigradlarla
caligmakla kalmayacak ayni zamanda organizma iizerinde noronlardaki patoloji tedavisinin
norokuantoloji  sayesinde asilabileceginin gosterilmesi ve Tiirkiye’de Norokuantoloji
biliminin yayginlastiriimas: hedeflenmektedir.

Uygulanabilirlik

Proje seriiveni THS1 seviyesinde 2018’te baslamis olup THS 2 formatina gelmesi 4 yil
stirmiistlir. Bu siirecte takip edilen calismalardan olan; 2007 senesinde gerceklestirilen foton-
m3 projesi bilinyesinde yer alan TARDIS olarak adlandirilan ¢alismada yapilan kullanilan
tardigradin dayamiklilik 6zelliginin kesfinin ardindan zaman igerisinde dayaniklilik
mekanizmalarinin aydinlatilmasi adina yapilan ¢alismalarin sayist da artmistir. Calisma sayisi
arttikca, bu dayaniklilik ile ilgili ¢alismalar multidisipliner bir sekilde yiiriitilmis ve
gelecekteki potansiyel néroloji-kauntum fizigi ortakligina zemin hazirlamstir.

Tun (uzuvlarim gévdesine dogru ¢ektigi kapali formu) formundayken tardigradlar atmosferik
kosullarda 9-20 yil arasinda, dondurulmus formda ise 30 yila kadar hayatta kalabilir.
2018’den 2020 ‘ye kadar hazirlamis olunan projede ise Bellek Biling calismalarinda eksik
kalan organizma kullanimi bdylece bulunmustur. Kuantum dolaniklik sayesinde siiper yari
iletken diyot kullanilmas: fikriyle ALS patolojisinde en Onemli proteinlerden ubiqutin
mutasyonlar1 kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Insan ve fare TDP43 mutasyonlarmin 16 farkli
kombinasyonla kullanilabilmesi fikri tardigradlarin sivi nitrojen ile -253°C donduruldugunda
21 aya dayanabilmesiyle birlikte -272°C’de yani mutlak sifirin sadece 1 derece iistiinde bile
birka¢ giin dayanabildikleri bilgisi proje gerceklestirebilmesine dair kanitlar nitelikte
olmustur. Boylece; projenin planlanan THS 4 seviyesinde gelmesi yenilenen gelismelerle 24
ay stirmesi hedeflenmektedir.

Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

Projemiz, Bolim 4 (Yontemler Bolimii) *te (Bolim 4.1-4.7) ayrintili sekilde anlatildig: tizere
toplam 7 agsamada ger¢eklestirilecektir. Su anda THS 2 diizeyinde olmakla beraber Tablo 1°de
gosterildigi tizere toplam 24 ayda THS4 diizeyine gelmesi hedeflenmektedir.
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Kim(ler) Donemsel
IP NO Is Paketi Ad1 ve Hedefleri Tarafindan Zaman Arahigi Tahmini
Gerceklestirilecegi Biitce
1 Yari iletken diot hazirlanarak QFT Ahmet Kubilay 1021,2 TL
eslestirmesi TURKEN 0-1ay
2 Ubiquitin molekiiliiniin ¢oklu Elifnur BENHUR 131.669,68
seviyeleri icin AAV plazmit 2-4 ay TL
kullanilmast
3 Farelere ketamin ve ksilazin ile Tugge ERGUN 10.558,84 TL
derin anestezi sonrasi koronal
kesitte immiinositokimya 4-9ay
yapilmasi
4 Yanlig katlanmig TDP-43"iin Tugce ERGUN 9-12 a 90.624 TL
miktar tayini y
5 50 mK sicaklikta tardigrade ile Elifnur BENHUR 4507,66 TL
14-17 ay
dolagsma
6 Glutatyon rediiktaz ve tert-butil Tuggce ERGUN 16.439,82 TL
hidroperoksit setleri aktivasyon 17-21 ay
Olgtimii
7 SPSS programi kullanilarak Fahri Bugra ERGUN 2.593,86 TL
Mann-Whitney testi ile analiz 21-24 ay

Tablo 1: Proje zaman planlamasi ve donemsel tahmini maliyet

24 aylik tahmini siire sonrasindaki 12 ayda (tabloda gosterilmemektedir) devam edecek olan
laboratuvar siirecleri yatirim ve patent tesvikleriyle THS 6 diizeyine gelebilecegi
ongoriilmektedir. Donemsel biitge Tablo 1°de verilmek tizere toplam alet ve techizatlarla
beraber olabilecek en diisiik maliyetli plan Tablo 2’de gosterilmistir:

IP | Malzeme adi Gerekgesi Miktari Fiyati

No

1 Robocombo 1N4742A 12V Yart iletken diyot yapimi 10 Adet 16,87 TL
Zener Diyot

1 DSEI2X101-06A (2X96A | Yart iletken diyot yapinmu 1 adet 642,03 TL
600V 35ns) Hizli Diyot

1 Tenon DT 830D Digital Olcii | Voltaj dlgiimii 1 adet 89,90 TL
Aleti
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VUO36-16NO8 Koprii Diyot | Yari iletken diyot yapimi 1 adet 272,40 TL
38A 1600V 3PH IXYS
Laboratuvar Filtrasyon 47mm | Tegetsel akis filtrasyonu 1 adet 62.394,95 TL
0.1um Hidrofobik PVDF
Membran Filtrasyon
Recombinant Adenovirus | AAV Plazmit kullanimi 2x1ml 10.272,34 TL
Amplification (109 pfu/ml)
ACE2/HEK?293 Cell Line Uclii transfeksiyon ile iiretim 2M 42.848,52 TL
Hitachi Himac CP100WX Ultrasantrifiijime 1 adet 53,588 TL
Preparative Ultracentrifuge
Scientific Laboratory Supplies
10 ml T1bbi Analiz Mikro Mikro Enjeksiyonlama 1 Adet 9.426,93 TL
Enjeksiyon siringa pompast
Rat (5 aylik iizeri) (Alinacak Dorsal finikulus enjeksiyonu 12 300,00 TL
etik kurul izniyle)
Floro-Gold (Fluorochrome CSMN seviyesinin en yiiksek | 360 ml (1 3.811 TL + 2.423,37
LLC (20 mg), Denver CO, derecede goriilebilmesi adet) TL + 138,99 TL
50 mg/mLketamine injectable | Xylazinbio %2 Enjeksiyonlu (Rometar 20 | 707,98+38 TL
solution + Ketalar Cozeltr Mg/MI) 500

mg enjektabl 1

flakon
PBS soliisyonu Soliisyon ¢6zeltisi hazirlama 1x Ph: 7.2-|220TL

500 ml
Sodyum azid, Analytic, ACS immﬁnositokimya yapilmasi 1 adet 295,79 TL
grade 100 gr
Anti-Ctip2 antibody [25B6] Antijen tretimi 1 adet 9.297,07 TL
(ab18465)
EpiFluorescence Microscope 20x Objektif goriintiileme 1 adet 90.624 TL
Transmon kiibit Tardigrad yerlestirme 1 adet 1.538,58 TL
Kondansator (Kapasitor) Seti | Kriptobiyoz durumu 1 adet 173,47 TL
Silikon ¢ipler Yalitkanlik durumuna sokmak | 3 adet 508,2 TL
Yiiksek voltajl sont Elektrik  alanimin  sayisal | 1 adet 228741 TL
kondansatér BAM11kv 100 simiilasyonlar1

kvar

Substratlar ve reaktifler

Enzim tayinleri

Hepsinden

1509 TL+ 502,14
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((NAD(P)H, dTNB, GSH, 1’er adet TL+ 2.745,77 TL+
GSSG, glutatyon rediiktaz ve 4.866,12 TL+
tert-butil hidroperoksit) 6.133,97TL+ 682,82

7 BM SPSS Statistics Grad Pack | Mann-Whitney testi ile analiz | 2 yillik paket 2.593,86 TL
28.0 BASE Version 27 striimii

Toplam | 257.415,06 TL

Proje tamamen 6zgiin oldugu i¢in piyasada benzer iiriin bulunmamakla beraber yakin rakip
firma-iiriin olarak verilebilecek norodejeneratif hastaliklara karsi verilen ilag iiriinleri Tablo
3’te sunulmustur:

Tlac ismi Firma adi Ortalama maliyeti
Ketas (ibudilast) Kyorin Ilag A.S. 8.046,62 TL + KDV
(250 mg 20 kapsiil)
Radicut Mitsubishi Tanabe Pharma 15.517,87 TL + KDV
Europe/Pharma Ltd (30 mg/100 mL 10 torba)
Tudcabil (tauroursodeoxycholic Bruschettini s.r.l. 350,86 TL + KDV
acid) (250 mg 20 kapsiil)

Tablo 3: Rekabet firmalar ve ilag tirtinleri

Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar)

Projemizi hedef kitlesi; oncelikli néron motor dejeneratif hastaliklarindan mustarip Kitledir.
Bu kitlenin basinda gelen; agri ve duyu bozuklugu olmaksizin ilerleyici kas giicsiizliigii ile
ortaya ¢ikan ALS (Amyotrofik lateral skleroz) hastaligi olan kisilerdir. Toplumsal
farkindaligin artirilmasi amaciyla 2014'te "Bir kova buz kampanyast" ile giindeme gelen ALS,
beyin ve omurilikte istemli kas hareketlerinin kontroliinii saglayan sinir hiicrelerinin
hasarindan kaynaklanan ve nadir goriilen norolojik bir hastaliktir.

Baz1 kisilerde ise hastalik semptomlar1 konusma ve yutma giicliigiiyle baslayarak zaman
icerisinde hastalar; kalem tutma, diigme ilikleme, c¢anta tasima gibi eylemleri yapmakta
zorlanmakta, yiirirken sendeleyebilmektedir. Hastalar, herhangi bir bakim destegi
alamazlarsa 3 ila 5 yil igerisinde solunum fonksiyonlarint da kaybetmeleri nedeniyle
hayatlarmi kaybetmektedir. Fakat bakim desteginin zamaninda verilmesi halinde bir¢ok hasta
hayata tutunarak, 10 yildan fazla yasayabilmektedir.

ALS vakalarinin yilizde 10'u genetik gegisliyken, yiizde 90'min goriilme sebebi bilinmiyor.
Cogunlukla 45-55 yas aralifinda ortaya ¢ikan fakat daha geng ya da ileri yasta da goriilebilen
ALS'ye erkeklerde daha sik rastlanmaktadir.

Diinyada her 100 bin kisiden 2 ila 3'iine ALS tanist konmaktadir. Diinya genelinde 450 bin,
Tiirkiye'de ise 6-8 bin civarinda ALS hastast oldugu tahmin edilmektedir. Ote yandan,
Tiirkiye'de her yil ortalama 1500 ila 2 bin hastaya ALS tanis1 konulmaktadir.
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ALS’yi yavaglatmak icin gelistirilen ve FDA tarafindan onaylanan ilk onemli ilag, 1995
yilindaki “Riluzol”diir ve 22 yildir ¢gogu hasta icin tek secenek durumunda olup Mitsubishi
Tanabe flag Sirketi aslen fel¢ i¢in kullanilan “Radicut (edaravone)” isimli ilac1 2015’ten beri
ALS hastalarinda kullanmaya baslamis olup enjekte basmna 1.086 ve yillik 145.524 ABD
dolan fiyatina sahiptir. Bunun disinda, heniiz herhangi bir iilkede onaylanmamis ve su anda
klinik deneme altinda birkag ALS ilac1 daha (Masitinib, Arimoclomol, Tofersen, NurOwn)
bulunmaktadir.

Bu ilag tcretlerini karsilayamayan hastalar ise zamanla istenmeyen sona mahkim
kalmaktadir.

9. Riskler
Projedeki is paketlerinin basar1 oOlgiitleri ve olusabilecek risklerin yonetimi orantilariyla
beraber ayrintili olarak Tablo 4’te verilmistir:
ip Risk Yonetimi
NO BASARI OLCUTLERI % | P icin En Onemli
. B Plam
Risk
1 Aksiyon potansiyeli 6l¢iimii ve 10 | Yalniz bir yonde Bu durumda yalitkanlar arasi tekrar
kuantum bitlerini QFT modelinde (iletim/dogru yonde) eslestirme yapilir ve K kontrol edilir.
eslestirmesi gecirilememesi ve 0K
degerine ulasilamamasi
2 AAV trans-plazmiti, bir adenoviriis | 20 | AAV2-eGFP genom eGFP'yi kodlayan AAV tarafindan
yardime1 plazmidi promotérii ile kopyasi alinmasi geriye doniik olarak tekrar
eGFP'yi eksprese eden cis mekik etiketlenmelidir.
plazmidi kiiltiirli toplanmasi
3 Farede beynin her altinci koronal 10 | Kesitlerin boyutunun Bagka fare 6rneginden PBS iginde %4
kesitinde immiinositokimya hatal1 olmas1 PFA ile perfiize edilerek tekrar beyni
yapilmasi cikarilmalidir. (Deney hayvanlari etik
kurallarina uygun olacak sekilde)
4 Antikor seyreltmesi ile immiino- | 10 | TDP-43 patolojsine Tekrar ekzojen etiketli transgen riinii
lekelendirme yapilabilmesi sahip prpTDP- ile karsilastirma yapilmalidir.
43A315T farelerinin
transgen {irlinler
cikartilamamasi
5 Tardigrad sisteminin rezonans 30 | Tardigradin tun Frekans farki azaltilarak buz iizerinde 3
frekansindaki bir kayma yoluyla durumundan sn’lik dongiilerle homojenizelestirilmesi
kiibit ile tardigrad tun arasinda cikartilamamast
eslesmesi
6 Glutatyon rediiktazin aktivitesi 15 | NADPH tiiketimiyle | Inkiibasyon hacmi yeniden olusturularak
hacim tayininde NADPH'nin sonu¢lanmamasi kontrol edilecektir.
oksidasyonunun azalmasi
7 SPSS programi kullanilarak 5 Mann-Whitney testinde | Benzer non parametrik testler
sonuglarin analiz edilebilmesi hatali ¢ikt1 alinmast denenecektir.

Tablo 4: Basar1 Olgiitleri ve Risk Yonetimi Tablosu
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