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Proje Ozeti (Proje Tanim)

Projemiz biyoteknolojinin birgok farkli alaninda kullanilmakta olan insan kok hiicrelerini,
demetilasyon yoluyla elde etmeyi amaglamaktadir. Kok hiicreler; 6zellesmis hiicre tiplerine
farklilagabilen ve kendini yenileme yetenegi olan hicrelerdir. Kok hiicre tedavisi ve ilag
endiistrisi gibi alanlarda 6nem tasiyan kok hiicreler; eldesi, etik tartigmalari, standart uygulama
prosediirleri agisindan bazi sikintilara sebep olmaktadir. Bu nedenle yetigkin somatik
hiicrelerden kok hiicre programlanmasi igin farkli teknikler iistiinde ¢alisilmaktadir. Bu proje,
kok hucre metilasyon modelinin olgun hiicrelerle olan farkindan yararlanmaktadir. Olgunlagmis
doku hiicrelerinin bazi genleri metilasyon durumu bakimindan kok hiicrelerle farklilik gosterir.
Bu metilasyon, dokunun farklilasmasina sebep olur. Biz projemizde CRISPR/Cas9 sistemini
belli genlerin metilasyonunu kaldirmak igin, TET enzimi ile baglayarak kullanmay1
hedeflemekteyiz. Dizisini bildigimiz bu genleri dCas9 ve kilavuz RNA(sgRNA) yardimiyla
dogrudan hedefleyip o bolgeye TET1 enzimi ile miidahale ederek genin susturulmasina neden
olan metilasyonu kaldirmay1 planlamaktayiz. Bu yontem sayesinde gen dizilimine miidahale
edilmeden sadece gen ifadesi degistirilmis olur. Bunun sonucu olarak zaman i¢inde farklilagmig
ve pluripotent 6zelligini kaybetmis insan somatik hiicrelerine tekrardan kok hiicre 6zelligi
kazandirmay1 amaglamaktayiz. Embriyonik kok hiicre alternatifi olarak goriilen bu metot;
doku/organ onarimi, ilag endiistrisi ve klinik ¢aligmalarda kullanilabilecek yenilik¢i bir
uygulamadir.




2. Problem/Sorun

21. yiizyilda degisen c¢evre kosullari, ilerleyen yas, yenilenen beslenme aligkanliklart ve gesitli
yasam tarzlar1 gibi bir¢ok etmen sebebiyle farkli hastaliklarla karsi karsiya kalmaktayiz.
Insanoglu ise var oldugundan beri yaptig1 gibi bu hastaliklara ¢ziim icin tedavi yontemleri
bulmaya calismaktadir. Ozellikle son yillarda hiicresel uygulamalardaki yenilikler,
biyoteknoloji ve tip alanindaki tedavi yontemleri, bu yolda emin adimlarla yiiriiyor
oldugumuzun kanitlari. Bu teknolojiler giinimiizdeki birgok saglik sorununun ¢oézimiinde
kullaniliyor olsa da doku ve organ hasarlariin tedavisi, ilag gelistirme ve canlilarin biyolojisini
daha i1yi anlama konusundaki en 6nemli alanlardan biri kok hiicre arastirmalaridir.

Halihazirda 6zellesmis; hiicreler arasinda bulunan embriyonik olmayan kok hticreler dokuyu
tamir edip biitiinliigli saglamakla gorevlidirler ancak bu hiicreler bagka dokular iiretmek igin
kullanilamamaktadir. Dolayisiyla embriyonik kok hiicrelerin pluripotent 6zellige sahip olmasi
bizim i¢in bir avantaj. Pluripotent hiicreler neredeyse biitiin hiicre tiplerine farklilasabilir. Kok
hiicrelerin bu fonksiyonu hiicresel tedavilerde benzersiz bir firsat saglamaktadir fakat
embrivonik kok hiicre kullanim1 konusunda etik tartismalar mevcut. Bireyler arasi kok hiicre
aktariminda uyusmazlik sikintilar1 yasanabilir. Bireyin kendi embriyosunun kullanilmasi i¢in
ise embriyonik kdk hiicrenin uzun yillar boyunca muhafaza edilmesi gerekmekte ve oldukga
maliyetli olmaktadir. Bu sebeple farkli ¢oziimler gerekmektedir. Olgun kok hiicre kullaniminin
bir opsiyon olmasina karsin eldesi zordur, farklilagma potansiyeli diisiiktiir ve belirli
prosedurlerden gecmelidir.

Organ hasarlar i¢in kok hiicre tedavisinin yani sira organ nakli de uygulanmaktadir. Ancak
organ nakillerinde genomik uyusmazlik kaynakli doku uyusmazliklar1 s6z konusu olmaktadir
ki bu durumda alicinin immiin saldirisi ile viicut yeni orgami reddetmektedir. Ayrica donor
organ azlig1 ve hukuki ve etik engellerin varligi da bu yontemi daha az avantajli hale
getirmektedir. Klinik c¢alismalarda da kok hiicre ihtiyaci olmasindan Gtiirii, yapacagimiz
calisma gelecekteki bilimsel arastirmalara zemin hazirlayabilir.

3. COzum

3.1 Pluripotent dzelligi saglayan genler ve metilasyon durumlar:
Pluripotent 6zellik, organizmanin biitiin dokularindaki hiicreleri olusturabilme 6zelligidir ve
sadece embriyonik kok hiicre (EKH)’ler bu ozellige sahiptir. Somatik hiicreler, cesitli
epigenetik mekanizmalar sonucunda pluripotent 6zelliklerini kaybedetmektedir [1,2].

Ik olarak 2006 y1linda Takahashi ve Yamanaka isimli arastirmacilarin ¢alismalari ile somatik
bir hiicreye gen aktarilmasi sonucu pluripotent 6zellikte hiicreler elde edilmistir ve bu hiicrelere
indiiklenmis pluripotent kok hiicre (IPKH) adi verilmistir. EKH’lerde karakteristik olan iic
germ tabakasma ait hiicrelere farklilasabilme potansiyeli IPKH’lerde de bulunmaktadir.
[PKH’lerin eldesinde somatik hiicrenin yeniden programlanarak pluripotent &zellikte bir
hiicreye doniismesi s6z konusudur. Hiicrelerin yeniden programlanmasi cesitli yollarla
olmaktadir. Bunlar; hiicre flizyonu, somatik hiicre c¢ekirdek aktarimi ve gen aktarimidir.
Takahashi ve Yamanaka yapilan c¢aligmada, pluripotent 6zelligi sagladig: diigiiniilen 24 adet
gen tanimlamis ve bu genlerden Oct 3/4, Sox2, c-Myc ve Klf4’lin pluripotent 6zelligin
saglanmasinda yeterli oldugu gézlemlenmistir [3,4].
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Sekil 1. Indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin olusturulmasi ve kullanim alanlari.

Oct %: DNA’da ATTTGCAT oktomerini tanima Ozelligi olan oktomer baglanma
transkripsiyon faktoradur. Embriyonun i¢ hiicre Kitlesi hiicrelerinin gelisimi i¢in gereklidir. Bu
faktoriin diisiik seviyede ifade edilmesiyle hiicreler pluripotent ozellikte kalmakta ve
farklilasma olmamasina; 2 kat artigla ifadesinde hiicrelerin primitif endoderm ve mezoderm
yoniinde farklilagmasina; ifadesinin baskilanmasi durumunda ise hiicrelerin pluripotent
ozelligini kaybedip tropoekdoderm yoniinde farklilasmasina neden olmaktadir [5].

Sox2: SRY iligkili, DNA’da kiigiik oluga baglanan transkripsiyon faktorleri ailesindendir.
EKH’lerin kendi kendini yenileme 6zelligi igin gereklidir. ifadesinin baskilanmasi durumunda
embriyo gelisiminde epiblast olusumunda sorun olustugundan embriyolar yok olur. Yapilan
aragtirmalarda Sox2 ve Oct % birbirinin ifadesini etkileyerek kok hiicrelerin pluripotent
ozelligini etkiledikleri gosterilmistir. c-Myc; timorlerde ylksek aktivasyona sahip bir
onkogendir. Histon asetilasyonunda rol aldigi i¢in kromatin yapisinin diizenlenmesinde
etkilidir. EKH’ler de kendi kendini yenileme ve pluripotent 6zelligin devamu i¢in gerekli bir
faktordur [3].

KIf4: epitelden bagirsaga, bobrek ve deriye kadar bircok dokuda bulunan bir transkripsiyon
faktoriidiir. Yiksek seviyede ifade edildiginde hiicrenin G1-S fazinda kalmasini saglar.
EKH’lerin kendi kendini yenileme 6zelligi i¢in gerekli bir faktordiir.

Nanog: IPKH’ler programlanmasinda kullanilan diger transkripsiyon faktorleridir. Nanog
EKH’lerde kok hiicre olarak kalma 6zelligini ve plurpotent 6zelligini etkileyen 6nemli bir
faktordiir. Yapilan g¢aligmalarda Nanog geni hasarli EKH’lerin kendi kendini yenileme
ozelligini kaybettigi ve ekstraembriyonik doku hiicrelerine farklilastigi goriilmistiir [5].

Butln bu transkripsiyon faktorleri bir hiicrenin pluripotent 6zellige sahip olmasi i¢in yeterli
olan faktorlerdir. Fibroblast gibi somatik bir hiicrenin bu genleri ifade etmesi pluripotent hiicre
yoniinde programlandigimi gostermektedir. Ayrica c-Myc’nin bir onkogen olmasi nedeniyle
bazi caligmalarda c-Myc geni aktarilmadan hiicrelerin farklilastirilmasi yoniinde ¢aligmalar da
yapilmistir.



3.2 Demetilasyon ve TET1 enzimi

Genler siklikla hipermetilasyon tarafindan sessizlestirilirler, demetilasyonla aktiflesirler.
Metilasyon gen ifadesini ve hiicre fonksiyonlarini degistirerek DNA metiltransferaz (DNMT)
katalizinde, bir metil grubunun kovalent sekilde, bir CpG diniikleotidindeki sitozinin
5’karbonuna eklenmesini ifade eden epigenetik bir olaydir. DNMT S-adenosil-metioninden bir
metil grubunun sitozin rezidilerine transferini katalizler. Boylelikle sitozin, 5’metilsitozin
haline gelir ve bu modifiye baz en ¢ok genomdaki CpG alanlarinda bulunur. Bu alanlar
genomda yiiksek bir siklikta bulunursa CpG adaciklari olarak adlandirilir. Paternal ya da
maternal kromozomlardaki spesifik genlerden yalniz birinin ifade olmasi anlamina gelen
genomik imprinting(baskilama)’de DNA metilasyonunu i¢ermektedir. Imprinting genleri
ayricalikli olarak ana-babasal kopyalarindan yalnizca biri tarafindan ifade olurlar. Konak
memeli hiicrelerinin genomuna birlestirilen viral DNA ’nin metilasyon tarafindan inaktivasyona
ugratilmasi, bu yontemin enfeksiyon ajanlarina karsi bir koruma mekanizmasi olarak gorev
aldigin1 da gostermektedir [6].

DNA metilasyon ve demetilasyonu DNA replikasyonunun ve DNA transkripsiyonunun
baslatilmamasi, DNA tamiri, mutagenezis, ikili sarmal DNA stabilitesinin saglanmasi, lokal
mutasyon oraninin artirilmasi, niikleer parcalanmanin engellenmesi, kromozom paketlenmesi,
hiicre farklilagsmasi, X-kromozom inaktivasyonu, gen ekspresyonu, yaslanma, tiimor
baskilayic1 gen inaktivasyonu ve proto-onkogen aktivasyonu aracili onkogenezis, genomun
aktif gen ya da kondanse bolgeler seklinde yapilanmasi ve yerlesimi ile apoptoziste etkin rol
almaktadir [6].

Bir bagka epigenetik modifikasyon olan DNA metilasyonu, hiicreler farklilagtikca Oct4 ve
Nanog dahil olmak {izere anahtar pluripotens genlerinin susturulmasinda énemli bir rol oynar.
Pluripotensi genlerinin promotor bolgeleri, ES hiicrelerinde demetillenir, ancak fibroblastlarda
kuvvetli bir sekilde metillenir. Sadik bir sekilde yeniden programlanmis iPS hiicrelerinde bu
promotorler iginde DNA metilasyonunun olmamasi, yeniden programlama sirasinda,
indiiklenmis pluripotensinin kurulmasima izin vermek i¢in bu baskilayici isaretin silinmesi
gerektigini kuvvetle onerir [6].
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Sekil 2. TET enziminin demetilasyon mekanizmasi.



3.3 CRISPR/Cas9 ile demetilasyon

Kullanilacak olan plazmid Ronggui Hu’nun laboratuvarinda pX330 plazmidine yapilan
eklemeler ile tasarlanmistir. Cas9, D10A ve H840A mutasyonlarina maruz birakilarak
deadCas9 (dCas9) olusturulmustur. dCas9 domaini ve TET1-CD’nin (catalytic domain)
baglanmasi linker yardimiyla miimkiin olmustur. Bu plazmid, bakterilerin iginde agar
besiyerinde olmak {izere hazir bir sekilde temin edilebilmektedir. Spesifik guideRNA dizilim
bilgisi plazmidin digestion boliimiinden kesim yapilarak plazmide dahil edilir ve bdylelikle
hiicre igerisinde yalnizca hedeflenen genlerde islem yapmak iizere gRNA-dCas9 kompleksi
olusturulur. Bu memeli ekspresyon vektoriiniin istenilen hiicreye bir sgRNA ile beraber
aktarilmasi durumunda, Cas9 hiicrede hali hazirda iiretilmis olan TET1 enzimiyle birlesir ve
sgRNA sayesinde istenilen bolgedeki metilasyonlar enzim yardimiyla kaldirilir [7].
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4.YOntem
4.1 Hucrelerin Eldesi
Fibroblastlar, hayvanlardaki bag dokusundaki en temel hiicre tipleridir. Kolayca erisilebilir
olmalar1 ve kok hiicre benzeri bazi Ozelliklere sahip olmalar1 sebebiyle cesitli alanlarda
kullanilmaktadir. Hastalik modellemesi ve hiicre yeniden programlanmasinda siklikla tercih
edilen bu hucrelerin eldesi, kultlri ve in-vitro olarak korunmasi kolayca saglanmaktadir. Bu
nedenle indiiklenmis pluripotent kok hiicre iiretiminde (iPSC) kullanilabilmektedir. [8,9]

Fibroblastlar, hastanin lokal anestezisi altinda ger¢eklesen yiizeysel bir cilt biyopsisi proseduri
ile elde edilir. Hastanin rizasi ile kulak arkasindan yaklasik 0,3 cm? biiyiikliiglinde deri pargasi
ornegi alir. Alinan 6rnegin etrafindaki yag doku ve deri alt1 doku ayrilir ve sadece dermis ve
epidermis doku elde edilir. Elde edilen deri, icinde Dulbecco's Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12) ve Antibiotic-Antimycotic soltisyonu bulunan
tiipe konulara buz tizerinde laboratuvara tagimnir [8].

4.2 Fibroblast Hucrelerin Kalturd

Deri 6rnegi DMEM/F12 igeren fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi ile 3 defa yikanir. Daha sonra
ornek DMEM/F12, %10 Fetal Bovine Serum, I-glutamin, MEM NEAA, Antibiotic-
Antimycotic igeren kiiltiir kaplara aktarilir ve 37°C sicaklikta ve %5 CO2 atmosferinde bir
inkubatorde tutulur. 1 hafta sonra, eksplant kulturlerinin besiyeri 2-3 giinde bir degistirilir. 2-3
hafta sonunda yeterli hiicre sayisina ulasilir [8].

4.3 sgRNA’nin Tasarlanmasi ve Plazmide Klonlanmasi

Belirlenen genlerin (SOX2, NANOG, OCT4 vb.), metilasyon modelini kaldirmak igin
kullanilacak olan enzim (TET) okaryot hiicrelerde hali hazirda katalitik aktivite gosteren
enzimdir. Ancak bu enzimin yalnizca istedigimiz genlere spesifik aktivite gostermesi i¢in
modifikasyonlar gerekmektedir. Bu modifikasyonlar sgRNA tasarimi ile gerceklestirilecektir.
Belirlenen genlere spesifik sgRNA {iretimi ile TET enzimi kombine olacak ve yalnizca istenilen
gen bolgelerindeki metilasyon paterni ortadan kaldirilacaktir. Planlanan sgRNA Tasarimi 3
adimda gergeklesecektir.

Ik adim: Hedeflenen genlerdeki PAM dizilerinin konumu belirlenir.

GTT GGE GEE AGG GGT CGG CAA TTGE AAC CGG TGO CTA GAG AAG GTG GOG CGG

CAA CCC CCC TCC CCA GCC GTT AAC TTG GOC ACG GAT CTC TTC CAC OGC GCC
PR

Ikinci adim: PAM dizisi belirlenen hedef genin 3°-5 ipliginde PAM dizisi dahil edilmeden 5’
ucundan baslanarak yaklasik 20 niikleotid olmak tizere 3’ ucuna dogru geriye sayilir.

GTT GGG GGG AGG GGT CGG CAR TTG AAC CGG TGC CTA GAG ARG GIG GUT CG
CAR CCC CCC TCC CCA GOC GTT AC TTG GCC ARCE GAT CTC TTC GAC QGO

=

% ]
{1 G

Ll

Pa

Ucgiincii adim: sgRNA dizilimi belirlenir.
GTT GGG GGG AGG GGT CGG CAA TTG AAC CGG TGC CTA GAG AAG GG GCG CGG
CAR CCC CCC TCC CCR GCC GTT AAC TTG GCC ACG GAT CTC TTC CAC OGC GCC
1 PAM
G AAC CGG TGC CTA GAG AAG G

Plazmitin BbSI hedef bolgesi ilgili enzimle kesilir ve tasarlanan guideRNA bu bélime eklenir.



4.4 sgRNA+dCas9 Kompleksinin Fibroblastlara Aktarim

Izole edilen plazmidler fibroblastlarin igine aktarilir. Normal sartlarda, hiicre zar1 ve plazmid
DNA’nin yapisinin negatif yiikleri nedeniyle hiicre icine DNA’nin gecisi gerceklesemez. Bu
gecisin saglanabilmesi i¢in CaCl2 transformasyonu yontemi kullanilir. Fosfolipit zincirin daha
stabil durmasi i¢in hiicre diisiik sicaklikta tutulurken ortama CaCl2 eklenir. Ca+2 iyonu, negatif
yuklii fosfolipitler ve DNA’nin dis yiizii ile etkilesime girerek daha nétr bir ortam olusturur. Bu
kimyasal islem ardindan 1s1 soku yapilarak iyonik bariyerin kirilmasi ve plazmid DNA’nin
genisleyen porlardan gegebilmesi saglanir [9].
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Sekil 4. CaCl2 transformasyon yontemi

4.5 Demetilasyonun Kontrolu

Tiim iglemlerden sonra istenilen bolgelerde demetilasyon gergeklestiginden emin olmak igin
metilasyon analizi yapilir. DNA’nin metilasyon durumunu belirlemek icin sodyum bisulfit
muamelesi sikc¢a kullanilmaktadir. Bu yontemle DNA’daki metillenmemis sitozinler kimyasal
reaksiyonla urasile doniisiir. Ardindan DNA, PCR ile amplifiye edilir. Durumu merak edilen
CpG konumu ile ortlisen primerler kullanilarak bu bdlgelerin metilasyon statiisii belirlenir.
Sekanslama esnasinda urasile doniistiiriilen metillenmemis sitozinler timin olarak, metillenmis
sitozinler ise sitozin olarak ol¢ulir [10].

5. Yenilik¢i (Inovatif) Yonii

Yapilan literatiir taramalarinda bizim tespit ettigimiz genlerdeki metilasyonlarin geri
alinmasiyla kok hiicre eldesine rastlanmamistir. CRISPR uygulamalar1 olduk¢a yeni
oldugundan étiirii bu yontem kullanilarak yapilan ¢alismalar oldukga simirlidir. Ozellikle de kok
hiicre bazinda yapilan arastirmalarin miktar1 oldukga kisitlidir. Projemizde bireye ve dokuya
0zgii kok hiicre tedavisi imkani sunulmasi hedeflenmektedir. Bu sayede kok hiicreleri kordon
kanindan alarak saklama ihtiyaci ortadan kalkacak ve kordon kani saklanmamis bireylerde de
ileri farklilagsma yetenegine sahip kok hiicreler elde edilebilecektir.



6. Uygulanabilirlik

Projede kullanilacak hiicre 6rneginin eldesi i¢in faydalanilacak deri biyopsisi yontemi risk
azlig1, viicudun birkag farkli yerinden yapilabiliyor olmasi, kisiye zarar vermeden, agrisiz kisa
siireli iyilesme saglanabilen ve sik¢a uygulanan bir yontem olmasi agisindan kullanighdir.
Fibroblastlar kok hiicre aragtirmalari kapsaminda c¢alismaya elveriglidir. Ayrica laboratuvar
ortaminda kolayca saklanabilmektedir. Bir¢ok sirket tarafindan bakterinin i¢ine yerlestirilerek
satitlan memeli ekspresyon vektoriiniin kullanim1 kolaydir ve diisiikk bir maliyetle satin
alinabilmektedir. Projede uygulanacak plazmid ve CRISPR kompleksinin hiicreye aktarilarak
hiicrede degisiklik yapilmasi planindaki asamalar bilinen ve halihazirda arastirmacilar
tarafindan  kullanilan yontemler olmasi1 agisindan basaris1  yiiksek protokollerle
gerceklestirilebilir. Gerekli arastirma, deneme ve iiretim asamalarinin olumlu sonuglanmasi
halinde proje ticari bir {irline doniistiiriilebilecektir.

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

Zaman Cizelgesi

1. Ay 2. Ay 3. Ay 4. Ay
Plazmid | Vektorlerin | sgRNA’nin | Hicrelerin
siparigi kaltard tasarlanmas1 | kultird
Deri Fibroblast | sgRNA’nin | Plazmid
- biyopsisi | kultlrd plazmide kontrolu
= aktarimi (Antibiyotik
£ testi)
<
Plazmid Metilasyon
izolasyonu analizi+PCR
ve
transfeksiyon

Tahmini Maliyet:

Islem/Malzemeler Tahmini Maliyet
Deri biyopsisi ve fibroblast kultlr( 1000
Plazmid 1200
SgRNA dretimi 3000
Plazmid transfeksiyonu 3800
Metilasyon analizi 3800
Toplam | 12800
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8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar)

Gergeklestirmeyi tasarladigimiz kok hiicre temini yontemi ile bilimsel faaliyetler hiz kazanacak
ve kolaylasacaktir. Bilim insanlar1 laboratuvarlarda yaptiklar1 deneylerden daha saglikli,
gercekei ve hizli sonuglar elde etmek icin yararlanabilir. Ozellikle kitlesel can kayiplar1 ve
olumsuzluklara sebep olan hastaliklara efektif ve inovatif ¢oziimlerin bulunabilmesi i¢in esi
bulunmaz bir zemin hazirlayabilir. Kanser ve daha bir¢cok hastaligin tedavisinde gerekli
ilaglarin gelistirilmesi, temini ve ¢esitlendirilmesine olanak sunar. Dokusal zedelenmeler veya
ameliyatlar sonrasi bireylerin doku nakli ihtiyacini, bekleme siralari, doku uyusmazliklar: ve
zaman kayb1 gibi olumsuz parametrelerden bagimsiz bir sekilde giderilmesine imkéan tanur.

9. Riskler

Projemizdeki siireglerden biri olan plazmidin hiicreye aktarimindaki hata orani g6z ardi
edilmemelidir. Dolayisiyla plazmidin basariyla hiicreye aktarildigini anlamak i¢in ortama
plazmidin direng genine sahip oldugu antibiyotik (dCas9-Tet1-CD icin bu ampisilindir.) verilir.
Hiicrelerin hayatta kalma durumu, plazmidin dogru sekilde hiicreye aktarildigi anlamina gelir.
Aksi halde islem tekrarlanabilir.

Tiim islemler sonucunda hiicrelerin demetile olmus bdlgelerinin zaman iginde tekrar
metillenmesi gézlemlenebilir. Bunun engellenmesi igin hiicrelerin dondurularak saklanmasi ve
ihtiyac halinde tekrar ¢cozdirulmesi gerekebilir.

Histonlarin sikica paketlenmesine bagli olarak istenen demetilasyon miktar1 tiim potansiyeline
ulasamayabilir. Bu durumda histon asetilasyonu yapilarak histonlar gevsetilebilir ve genlerin
ekspresyonu artirilir, demetilasyonun gergeklesmesi kolaylasir. Histon asetilasyonu i¢in p300
enzimini yonlendirecek bir CRISPR Cas9 kompleksi daha kullanilabilir.
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