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OZET. Cannabis sativa L., icerdigi farmasotik 6neme sahip psikoaktif kimyasal bilesikler olan
kannabinoidler nedeniyle giiniimiizde milyarlarca dolarlik uluslararasi pazara sahip bir bitkidir. Tibbi
amagclarla kullanimmin heniiz son zamanlarda yasallastirilmis olmasi, bu bitkinin ve igerdigi énemli
bilesenlerin iiretimi ile ilgili ¢alismalarin baslamasini saglamistir. Biyoteknoloji temelli kannabinoid
tiretimi; Onciil izoprenoid birimlerinin hiicresel teminini saglayacak biyolojik bir sistemi, istenen
kannabinoidlerin tiim biyosentetik yolagindaki enzimleri kodlayan genlerin uyumlu ifadesini ve 6zgiin
baslangic molekiillerini kullanabilmek i¢in enzim miihendisligi stratejilerini gerektiren bir siirectir.
Kannabinoidlerin tiretimi i¢in bitkilerde hiicre ve doku kiiltiirii ¢alismalar1, genetik transformasyon gibi
calismalar, bitkilerde geleneksel liretime gore bu bilesenlerin iiretimi igin alternatif yontem olarak
kargimiza ¢ikmaktadir. Yine kannobinoidlerin iiretimi i¢in transgenik bitkilerin yani1 sira bakteri ve maya
gibi baska heterolog konakgilarin arastirilmasi hem kannabinoid profilini degistirmek hem de optimize
etmek icin kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada; giiniimiize degin genetik miihendisligi, biyoteknoloji,
metabolizma miithendisligi/sentetik biyoloji alaninda kenevir liretimi, kenevir 1slahi, kannabinoid i¢eriginin
degistirilmesi ve mevcut yolaklarin aydimnlatilmasi i¢in yapilan ¢aligmalar derlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kenevir, Kannabinoid, Doku Kiiltiirii, Mikrobiyal Uretim

BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTION OF CANNABINOIDS

ABSTRACT. Cannabis sativa L. is a plant with a multibillion-dollar international market due to its
pharmacologically significant psychoactive chemical compounds known as cannabinoids. Its use for
medical purposes has only recently been legalized and has led to the start of studies on the production of
this plant and its important components. Biotechnology-based cannabinoid production is a process that
requires a biological system to provide the precursors of isoprenoid units, coordinated expression of genes
encoding enzymes in the entire biosynthetic pathway of the desired cannabinoids, and enzyme engineering
strategies to utilize specific starting molecules. For cannabinoid production, plant cell and tissue culture
studies as well as genetic transformation are the alternative methods compared to traditional production in
plants. Furthermore, in addition to transgenic plants, other heterologous hosts such as bacteria and yeast
has been explored for the production of cannabinoids to modify and optimize the cannabinoid profile. This
study compiles studies conducted to date in the fields of genetic engineering, biotechnology, metabolic
engineering/synthetic biology for Cannabis production and its breeding, modification of cannabinoid
content, and elucidation of existing pathways.
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GIRIS

Cannabis sativa L., Cannabaceae ailesine ait olan tek bitki tiiriidiir, ancak yaygin
olarak tanimlanan birkag alt kategorisi vardir. Bunlardan genetik analizlerle desteklenen
iki ana grup belirlenmistir [1-4]. Bunlar, Amerika Birlesik Devletleri’nde yasal olarak
A9-tetrahidrokannabinol (THC) igerigi %0,3’ten diisiik olarak kabul edilen “kenevir” ya
da “endiistriyel kenevir” tiirii [ 1] ve THC igerigi %0,3 ten fazla olan uyusturucu tiir olarak
kabul edilen tiirlerdir [2]. THC konsantrasyonu %0,3’ten fazla olan ikinci tiir,
“marihuana” veya “uyusturucu tipi kenevir” olarak adlandirilmaktadir [5]. Kenevir ve
uyusturucu tiirleri arasinda THC igerigi ylizdesi temel alinip, 6te yandan endiistriyel
alanda kullanilan kenevirin daha yiliksek CBD (kannabidiol) konsantrasyonlarina sahip
oldugu bilinmektedir [6]. Yiiksek THC igerikli uyusturucu tiirlerinin THC igerigi
%12’den fazladir ve ortalama %10-23 THC igerigine sahip olabilmektedirler [7,8].
Yiiksek THC igerikli “uyusturucu tipi kenevir” farkli sarhos edici yan etkilere sebep
oldugu diisliniilen “Sativa”, “Indica” ve “Hybrid” alt tiirleri olarak ticari pazarda yer
almaktadir [9,10]. Genetik analizler; THC igerigi yiiksek olan {i¢ “uyusturucu tipi” tiir
arasinda net ve anlamli bir farklilasma olmadigini ortaya ¢ikarsa da [1,2]; rekreasyonel
(eglence) ve tibbi amagla kullanilan Cannabis’in “Sativa” ve “Indica” tiirleri arasinda
CBD oranlarinda belirgin farkliliklar oldugunu gostermistir. [11,12].

C. sativa’dan izole edilerek baslayan kannabinoidlerin kesif siireci daha sonra
tetrahidrokannabinol (THC), kannabigerol (CBG), kannabidivarin (CBDV) ve A9-
tetrahidrokannabidivarin (THCV) gibi diger tiirevlerinin bulunmasi ile devam etmistir

[5].

Fitokannabinoidler (bitki kannabinoidleri), kannabinoid reseptorleriyle dogrudan
etkilesime girebilen veya kannabinoidlerle kimyasal benzerlik paylasan ya da her ikisini
birden yapabilen bitki kaynakli dogal tirtinlerdir [13]. Simdiye kadar, C. sativa’dan izole
edilen yaklasik 565 kimyasal bilesigin 120’sinin fitokannabinoid oldugu bilinmektedir
[14,15]. Yagda ¢oziinen bu bilesenler genellikle tipik bisiklik veya trisiklik yapiya sahiptir
ve bunlarin ¢ogu, en yaygin olarak bulunan asidik fitokannabinoidlerden tiiretilir, bunlar
arasinda A9-tetrahidrokannabinolik asit-A (THCA), kannabigerolik asit (CBGA),
kannabinolik asit (CBNA), kannabikromenik asit (CBCA) ve kannabidiolik asit (CBDA)
yer alir [16,17]. Ana fitokannabinoidler, n-pentil yan zincirlerinden dolayr CS5-
fitokannabinoidlerdir [5].

Kenevir bitkisinde kannabinoid iiretimini arttirmaya yonelik giiniimiize degin farklh
metotlar uygulanmistir. Temelde kannabinoidlerin iiretimi i¢in yaklasimlar; 1slah
caligmalari, kimyasal sentez ve biyoteknoloji temelinde gelismektedir. Kimyasal
sentezin, karmasik ve cok adimli sentez yolaginin diisiik verimlilige yol agmasi ve yiiksek
iiretim maliyetlerine sahip olmasi, ayrica ¢evre dostu bir alternatif olmamasi nedeniyle
biyoteknoloji temelli {iretim yOntemlerinin gelistirilmesi Oncellikli amag¢ olarak
gorilmektedir [ 18]. Bu derlemede temel olarak, kenevir bitkisi ve degerli metabolitlerinin
tiretiminde kullanilan biyoteknolojik yontemler, bitki doku kiiltiirii ve bitki
transformasyon ¢alismalart ve genetik miihendisligi ile kannabinoidlerin farkl
mikroorganizmalarda heterolog iiretimi lizerinden agiklanmistir. Ayrica sentetik biyoloji
ve metabolizma miihendisligi ile ilgili yapilan ¢alismalar da bu boliimde derlenmistir.
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Kannabinoidlerin Biyosentezi ve Biyoteknolojik Uretimi

Kannabinoidler, disi cigeklerin glandiiler trikomlarinda (marihuana tomurcugunda)
sentezlenirken, trikom acisindan fakir erkek cigeklerde kannabinoidler genellikle ¢ok
diisiik oranda bulunur [19]. Disi kenevir ¢igeklerinde glandiiler trikomlar sapli, sapsiz ve
soganli olmak tizere lice ayrilip soganli trikomlar sinirli sayida kannabinoid {iretip, boyut
olarak en kiiciigiidiir. Diger iki morfoloji neredeyse tiim kannabinoid iiretiminden
sorumludur. Kisa bir sap tarafindan desteklenen sapsiz trikomlar, subkutikiiler metabolit
depolama bosluguna sahip ¢ok hiicreli salgi hiicreleri diskinden olusan kiiresel bir kafaya
sahiptir [20].

Fitokannabinoidler, izoprenoid ve yag asidi Onciillerinden tiiretilen prenillenmis
poliketidler olan terpenofenolik bilesiklerdir. Fitokannabinoid biyosentezi farkli hiicresel
boliimlerde meydana gelmektedir. Bunlar glandiiler hiicrelerin sitozolii, plastidler ve
hiicre dis1 depolama boslugu olarak siralanabilir. Sitozolde palmitik asit gibi yag
asitlerinin oksidatif pargalanmasi, hekzanoik asit olugsmasina ve ayrica olivetolik asidin
(OA) sentezlenmesine yol acar. Bir sonraki adim fenolik kismin (poliketid tiirevleri, 5-
pentenil resorsinolik asit ve OA) terpenoid geranil pirofosfat (GPP) ile prenilasyonudur.
Bu adim, plastidlerdeki metileritritol-4-fosfat (MEP) yolag: ile saglanir. Siklizasyon
(oksidatif) ve son iirlinlerin depolanmasi, glandiiler hiicrelerin disinda gergeklesir. Tagima
proteinleri ve vezikiil trafigi, glandiiler hiicreleri ile depolama boslugu arasindaki
morfolojik olarak oldukca Ozellesmis arayiiz boyunca ara maddelerin harekete
gecirilmesine katilir [21,22].

C. sativa'da olivetolik asidin biyosentez yolagi hekzanoik asidin bir agil aktivasyon
enzimi tarafindan aktive edilmesiyle baslar [23]. Ardindan, ii¢ malonil-CoA ve heksanoil-
CoA, olivetol sentaz (OLS) tarafindan olivetole doniistiiriiliir ve daha sonra olivetolik asit
siklaz (OAC) tarafindan olivetolik aside dontistiiriiliir [24]. CBD biyosentezinin ana yolu,
malonil koenzim A ve heksanoil koenzim A gibi 6ncii molekiillerin mevalonat (MVA)
yolunda yer almasiyla baslar ve geranil pirofosfat (GPP) kullanilarak olivetolik asit (OA)
iretilir. Bu iki temel bilesen (OA ve GPP) degistirilir, metile edilir ve daha sonra C.
sativa'da geranilpirofosfat-olivetolat geraniltransferaz (CsPT4) tarafindan acillenerek
kanabigerolik asit (CBGA) olusturulur [25].

C. sativa'da fitokannabinoid biyosentezi lic dnemli yola ayrilir: bunlar sitozol
(poliketid yolu i¢in), plastidler (prenilasyon i¢in MEP yolag1) ve apoplastik bosluklardir
(oksidosiklizasyon ve depolama) [26]. Sitozol iginde fitokannabinoidlerin biyosentezi,
poliketid ve izoprenoid metabolizmasindaki ana adimlarin birlesimine katilir [26]. Yag
asitleri (C18) sirasiyla desatiire edilir, peroksijenlenir ve sirasiyla enzim desatiiraz,
lipoksigenaz (LOX) ve hidroperoksit liyazlar yoluyla hekzanoik asit (C6) ve C12 {irliniine
parcalanir. Hekzanoik asit, tioester heksanoil-CoA'ya doniistiiriiliir; bu reaksiyon agcil ile
aktiflestirilen enzim 1 (AAE!) tarafindan katalize edilir. Daha sonra heksanoil-CoA ve
malonil-CoA (C2 dondrii), olivetol sentaz (OLS) ve olivetolik asit siklaz (OAC) ile
birlikte olivetolik asiti (OA) sentezler. Hekzanoik asitten OA {iretimi sitozolde
gerceklesir. Plastiterde MEP yolu tarafindan GPP sentezlenir. Kannabigerolik asit sentaz
(CBGAS) tarafindan GPP ile OA prenillenerek ilk ger¢ek kannabinoid olan
kannabigerolik asit (CBGA) sentezlenir. CBGA 6nemli bir kannabinoiddir ¢iinkii alkilik
pentil yan zincire sahip birgok kannabinoidin 6nciisii olarak gorev yapar. Buna karsilik
CBGAS, plastid sinyallerini aktaran bir transmembran aromatik preniltransferazdir (aPT)
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[26]. Daha sonra CBGA, CBDAS ve A9- tetrahidrokannabinolik asit sentaz (A9-THCAS)
olmak {tizere iki enzimin yardimiyla A9 -THCA ve kannabidiolik asit (CBDA)'e
dontstiiriiliir [26]. Bu doniisiim, oksidatif siklizasyon reaksiyonlar1 yoluyla oksijenin (O2)
hidrojen perokside (H202) indirgenmesiyle devam eder. Ek olarak, CBDAS ve A9 -
THCAS, O:'yve (elektron alicisi) bagimli olan, biyosentez yolaginda gerekli olan
flavoprotein enzimleridir [21,27,28]. A9-THCA, CBDA ve CBCA, pentil yan zincirine
sahip kannabinoidlerin enzimatik biyosentezinin son iirlinleridir. Daha az rastlanan alkil
yan zincirlere (C1-C4) sahip kannabinoidler de ayni enzimler tarafindan ancak kisa
zincirli yag agil-CoA'lardan ve daha diisiik afinite ile iiretilir.
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Kannabinoidlerin Biyoteknolojik Uretim Stratejileri

Biyoteknolojik iiretim yontemlerinin gelistirilmesi, hem endokannabinoid sistemde
insan viicudunda farkli mekanizmalar iizerindeki etkisi nedeniyle ilag¢ tedavisinde
kullanilabilecek metabolitlerin iiretimi hem de lifli bir bitki olmasindan otiirii tekstil
sektoriinde kullanim alanma sahip kenevirin yiiksek verimde iiretimi i¢in Onem
tasimaktadir. Kenevir bitkisinde biyoteknolojik olarak iiretime, doku kiiltiirii ve bitki
transformasyonu, genetik miihendisligi ile degistirilmis mikroorganizmalarda kenevir
metabolitlerinin tiretimi drnek olarak verilebilir.

Kenevir liretiminin hizla biiyliyen bir pazar haline gelmesinde CBD iiretimi ve tibbi
kenevir endiistrisi 6nemli rol oynamaktadir [30]. Kenevir iiretimi i¢in in vitro
mikrogogaltim gibi doku kiiltlirti temelli yaklasimlar, saglikli ve yiiksek kaliteli kenevir
cesitliligi sunmas1 ve daha diisiik maliyette iiretim potansiyelinden &tiirii tercih
edilmektedir [30]. Doku kiiltiiriine yaklasimda, ilag ve terapdtik ihtiyaglart karsilamak
i¢in spesifik, tutarli THC ve kannabinoid igerigine sahip ve geleneksel tarimla esdeger
cesitlerin olusturulmasi, karakterize edilmesi ve liretim maliyetlerinin diistiriilerek yiiksek
verimde bitki iiretimi saglayacak yontemlerin gelistirilmesi 6n plandadir [30].

Ote yandan, kannabinoidlerin baska bir organizmada iiretilmesi ile ilgili ydntemlerin
gelistirilmesi, diinya kannabinoid pazarinin artan talebi i¢in 6nem arz etmektedir.
Bitkideki biyosentez yolaginin uygun mikroorganizmaya aktarilmasi ile kannabinoidler
bu organizmalarda heterolog olarak {iretilebilir. Ancak kenevir bitkisi, antimikrobiyal ve
antifungal etkiye sahip oldugu i¢in biyoteknolojik iiretimde kullanilan her yaygin
organizma kannabinoid {Uretimi i¢in uygun olmamaktadir. Giliniimiizde yapilan
calismalarda Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipopalitica, Pichia pastoris
kannabinoid iiretimde en ¢ok kullanilan mikroorganizmalardir [31-36]. Yapilan farkl
genetik diizenlemeler ile bu organizmalarda iiriin verimi arttirilabilmistir. Kenevir
metaboliti olan kannabinoid bilesigi sentezlendikten sonra, bitki icerisinde asidik bir
ortamda (vakuolde) bulunmaktadir. Bu sebeple yapilan ¢aligmalardan bir kisminda, bu
asidik ortamin saglanmasinin kannabinoid etkinligini de degistirdigini gdstermektedir
[25].

Bitkilerden kannabinoid iiretimine kiyasla heterolog bir ana sistem kullanarak yapilan
tiretim, gorece daha fazla avantaja sahiptir. Bu sistem hem yiiksek kontrol ve
standardizasyon saglayan hem de diisiik maliyetli 1y1 liretim uygulamalarii ve tedarik
yonetimini igeren bir siire¢ 6lgeklenebilirligi sunmaktadir. Ayrica bu yontem ile yasa dis1
kullanim veya iiretim riskinin azaltilmasi saglanmaktadir. Bununla birlikte THCAS,
CBDAS ve CBCAS enzimleri ayn1 substrati (CBGA) kullanarak doniisiim yaptigindan,
CBGA fiireten bir uygun sus gelistirildiginde bu susta hangi yolak genlerinin eksprese
edildigine bagl olarak farkli kannabinoidlerin veya kannabinoid bilesimlerinin 6zel
olarak tiretimi gergeklestirilebilir [35].
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Doku Kiiltiirii Yontemi

Bitki hiicre ve doku kiiltiirii; bitki hiicrelerinin, dokulariin ve organlarinin biiyiimesi
icin besleyici kiiltiir ortamlar1 ve kontrollii steril kosullar kullanilarak uygulanan bir
yontemdir [37]. Giinlimiizdeki farmasotik liriinlerin bir¢ogu, bitkilerin disaridan bir uyari
almaksizin dogal olarak {irettikleri metabolitleri olup her gegen giin bu alanda yeni
irtinler kesfedilmektedir [37]. Bu nedenle in vitro doku kiiltiirii, cografi ve ¢evresel
kosullardan bagimsiz olarak kontrollii sartlarda gorece kiiciik bir alanda ¢ok sayida bitki
iiretimine olanak sagladigindan ilag ham maddesi gibi bu onemli bitki bilesenlerinin
yiiksek verimde iiretilmesi i¢in kullanilabilir [37].

Son yillarda, yiikksek THC (psikoaktif) ve diisik THC (endiistriyel kenevir) tiirii
Cannabis sativa L. (kenevir), tibbi, gidasal ve bir¢ok tiiketici lirlinii pazarinda biiyiik ilgi
gormektedir. Bitki materyali olarak doku kiiltiirii hatlarinin kullanilmasi, tibbi kenevir
liretiminin “iyi iiretim uygulamas1” (GMP) diizeyinde giivenligini artirma potansiyeline
sahiptir [30]. Doku kiiltiirii yontemi, hastaliksiz bitki iiretimini saglarken genetik
manipiilasyona da olanak tanir. Yine bu yontem, kenevir ile ilgili temel arastirmalarda
yeni 6zelliklerin gelistirilmesinde ve ticari dlgekte bitki iiretimi agisindan da geleneksel
yontemle iliretime gorece avantajlidir [30]. Dahasi bircok elit kenevir ¢esidinin doku
kiiltiirti temelli klonal iiretimi, kenevir bitkisinin heterozigot, yabanci dollenen yapisi
nedeniyle, genetik biitiinliigliniin korunmasi agisindan elzemdir.

Cannabis spp.’nin doku kiiltiirii ¢aligmalarinin, birkag¢ kenevir ¢esidi iizerinde yapilan
in vitro rejenerasyonuna ragmen oldukea zorlayici oldugu goriilmektedir [30]. 1970’lerin
basinda, geleneksel cogaltim sistemlerinin yani sira kenevirin in vitro kiiltiir caligsmalarina
da baslanmis ve bu in vitro ¢aligmalarin biiyiik kisminda kannabinoid iiretimi igin
kenevirin kallus kiiltiiriine odaklanilmistir [38,39]. Mikrogogaltim yoluyla siirgiin
proliferasyonu hakkinda ¢ok sayida rapor olmasina ragmen de novo rejenerasyon yoluyla
tam bir bitkinin rejenerasyonunu gosteren az sayida bilimsel ¢aligma yaymlanmistir [40].
Tek bir hiicreden bir kenevir bitkisinin in vitro rejenerasyonu halen basarilamamustir [30].
Bu nedenle giiniimiizde hem endiistriyel hem de tibbi kullanimini i¢in yiiksek oranda
talep edilen kenevirin {iretimi i¢in optimize edilmis bir rejenerasyon protokoliine
gereksinim duyulmaktadir [30]. Kenevirin mikrogogaltim optimizasyonu ile ilgili yapilan
caligmalar; genotipin, besiyeri bilesen iceriginin ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin
eklenmesi gibi birgok faktoriin hem niteliksel hem de niceliksel olarak bitki iiretiminde
onemli bir etkiye sahip olabilecegini gostermistir. Kenevir mikrogogaltiminda basariya
ulagmak i¢in: 7. Doku kiiltiirtinde altkiiltiirleme zamaninin azaltilmasi, ii. Hayatta kalma
oranint %95’ten daha yiiksege ¢ikarmak i¢in daha iyi kok sistemlerinin nasil tesvik
edileceginin optimize edilmesi, iii. Bitki biiylime diizenleyicilerinin (PGR'ler), 1s1k
siddeti ve sicaklik gibi biiylime kosullarinin optimize edilmesi gerekmektedir.

Sentetik Tohum Teknolojisi

Sentetik tohum yontemi, bitkilerin ticari olarak c¢ogaltiminda kullanilan, hastaliksiz
sertifikali temiz bitki liretimi ve germplazma korunmasina yol agan bir doku kiiltiirii
yontemidir [30]. Sentetik tohumlar; bitkilerin somatik embriyo [41], nodal tomurcuklar,
aksiller siirglin tomurcuklar1 ve apikal meristemler gibi cesitli mikropropagiillerinin
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optimize edilen kosullarda, genellikle aljinat jel i¢inde kapsiillenmesiyle olusturulur [30].
Melezleme yolu ile 1slah edilen kenevirin tohumdan {iretiminde genetik dagilim
goriileceginden dolayi, sentetik tohum teknolojisi ile in vitro ¢ogaltim, biiyiik 6lgekli
klonal ¢ogaltim ve germplazmanin korunmasini sagladigi i¢in tercih edilmektedir [30].
Bu baglamda yapilan bir ¢calismada, in vitro veya in vivo kaynakli kenevir nodlarindan
iretilen sentetik tohumlarla ilgili bir protokol gelistirilmis ve elde edilen sentetik
tohumlari 150 giin in vitro kosullar altinda saklandiktan sonra dahi, tiim tohumlardan
cimlenme gergeklestigi belirlenmistir [42]. Bu baglamda, sentetik tohum teknolojisi
kenevir g¢esitlerinin doku kiiltiirii temelli bitki {iretiminden bagimsiz, ticari 6lgekte toplu
olarak ¢ogaltimi i¢in de alternatif yol olarak karsimiza ¢ikmaktadir [42].

Protoplast Kiiltiirii

Bitkilerde yillardir genetik transformasyon, hiicre fiizyonu ve somatik mutasyon i¢in,
giniimiizde de oOzellikle genom diizenleme caligmalarinda bitki protoplastlar
kullanilmaktadir [43,44].

Bitki materyali olarak mezofil protoplastlarinin gegici ekspresyonda kullanima,
bitkilerde gen islev analizi ve etkili genom diizenlemeleri i¢in ideal bir kaynak olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak kenevir bitkisinin uzun siire yasal olarak
kullanilamamasina bagli olarak bu alandaki caligmalarin gorece yeni olmasi hem de
kenevirin doku kiiltiirline direng gostermesi nedeniyle protoplast kiiltiirii protokolii
optimize edilmeye calisilmaktadir [45]. Yapilan bir ¢alismada, kenevir yapraginin
mezofil protoplastlart kullanilarak etkili bir protoplast izolasyonu ve gegici ekspresyon
sistemi gelistirilmeye c¢alisgilmistir [45]. Canli protoplastlarin yiiksek verimde izole
edilmesi i¢in optimizasyon siirecleri ve floresan raportor genler kullanilarak
protoplastlarin  PEG aracili transfeksiyonu literatiirde ilk kez bu c¢aligmada
gerceklestirilmistir. Dahasi ilgili yontem heterojen bir genetik yapiya sahip olan kenevir
bitkisinin 3 farkli ¢esidine uygulanarak dogrulanmistir ve kenevir protoplastlarinda
heterolog genlerin gecici olarak ifade edilebilecegini kanitlamistir. Bu yoOntemin
gelecekte CRISPR/Cas-9 kullanilarak gecici ekspresyon ¢alismalarinda, protein-protein
etkilesim analizlerinde veya kenevir bitkisinde gegici bir gen ekspresyon sistemi
gerektiren diger aragtirmalarda da kullanim potansiyeli vardir [45].

Genetik Transformasyon

Cannabis transformasyonu ile ilgili son 20 yilda yapilan ¢alismalar temel olarak,
Agrobacterium rhizogenes aracilifiyla sagak kok kiiltiirii, Agrobacterium tumefaciens
araciligiyla gecici transformasyon ve kararl transformasyon olmak iizere 3 ana baslikta
toplanmaktadir.

Sacak kok kiiltiirii

Bir fonksiyonel genomik ara¢ olan Agrobacterium rhizogenes, bir genin islevini
belirlemek veya 6zellikle ikincil metabolit sentezini arttirmak iizere transgenik bitkiler
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iiretmek i¢in uzun siiredir bitkilerde kullanilmaktadir. Bu yolla bitkiler bir toprak bakterisi
olan Agrobacterium rhizogenes ile enfekte edilerek enfekte olan bolgelerden sagak
koklerin ¢ikmasi indiiklenir. Sagak kok kiiltiirli hormonsuz bir ortamda yiiksek ve hizl
bir biiylime oranina sahip olup 6zellikle ikincil metabolit iiretiminde avantajlidir [46].
Yapilan caligmalarda hem lif keneviri hem de ilag tipi kenevirde sagak kok kiiltiirti A.
rhizogenes tarafindan basari ile uyarilmistir [47,48]. Yapilan calismalarda, cesitli bitki
bliylime diizenleyicilerini igeren farkli besiyeri tipleri kullanildiginda sagak kok
kiiltiirlerinden kallus elde edilse de govde olusumu gerceklesmemistir [49]. Kenevir
sacak kok kiiltiirlerinde kannabinoid iiretimi gériilmemistir. Ote yandan baska bir
calismada kannabinoid liretimi A. rhizogenes kullanilmadan kallustan tiretilen sagak kok
kiltiirlerinde az da olsa tespit edilmistir [50]. Baska bir ¢alismada, her ne kadar C. sativa
sacak koklerinde kannabinoid profili incelenmese de [48], kolin ve atropin varlig1 rapor
edilmistir. Elde edilecek kannabinoid verimi, bitki ¢esidi ve/veya bitki ¢esidi-bakteri soyu
kombinasyonuna bagli olabilir. Ote yandan, kannabinoidin yiiksek seviyeleri bitki
kiiltiirleri icin toksik olabilir. Kallus kiiltiirlerinden koklenme olusumu gozlense de [51]
koklerlerden bitki rejenerasyonu zor olup heniiz Cannabis’te rapor edilmemistir [52].

Gecici ve Kalict Transformasyon

Agrobacterium tumefaciens araciligiyla trasformasyon, bitkilerde gecici ve kalici
transformasyon ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir [53,54]. Son zamanlarda yapilan
calismalar, 4. tumefaciens aracili genetik transformasyonun kenevirde de miimkiin
oldugunu gdstermistir. Ancak yapilan ¢alismalarda kullanilan kenevir ¢esidine gore A.
tumefaciens'e kars1 duyarlilikta farkliliklar gézlemlenmistir. Agrobacterium ile muamele,
bitki tarafindan bir patojen saldirisi olarak olarak algilandig1 ve ikincil metabolitlerin de
keneviri patojenlere karsi korudugu bilindigi i¢in [55] kenevir ¢esidine gore goriilen bu
duyarlilik farkliliginin, kenevir gesitlerindeki ikincil metabolit profili farkliligindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir [56]. Karsilasilan bu durum ise Cannabis'te yapilan tiim
kalic1 transformasyon caligsmalarinin neden sadece lif keneviri gesitlerinde yapildigini
kismen aciklamaktadir.

Bir bitki sisteminde sabitlendikten sonra kalitsal olmasi1 nedeniyle kararli genetik
transformasyonlarin, fonksiyonel genomik gibi pek ¢ok uygulama icin tercih edildigi
goriilmektedir [30]. Kalict genetik transformasyon ¢alismalarinin  kenevirde
gerceklestirilebilmesi, ekonomik agidan 6nemli bu bitki tiirlinii gelistirmek i¢in ¢ok
onemli konuma sahiptir. Kenevirin basarili kararli transformasyonu ile ilgili yapilan ilk
denemede [57], transformasyon yontemi ve etkinligi ile ilgili ¢ok az bilgi verilmistir.
Diger bir ¢alismada, kenevir hiicre siispansiyonlarinda %55 oraninda transformasyon
orant gosterilmisse de basarili bitki rejenerasyonu gerceklestirilmemistir [51].
Gilinlimiizde hala kenevirin basarili kararli transformasyonu ile ilgili bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu durumun ise elde edilen transformantlarin basarili bir sekilde
rejenere olmamasindan kaynaklandigr diisliniilmektedir. Kararli transformasyon
Cannabis’in genom diizenleme ¢aligmalar1 i¢in de gelistirilmesi gerekli bir protokoldiir.
Birgok bitki tiiriinde basarili CRISPR-Cas9 aracili gen diizenlemesine dair ¢ok sayida
rapor oldugu bilinmektedir ve CRISPR’1n, bir genin genomdaki islevini tam olarak
degistirebildigi kanitlanmistir [51]. Bu yontem hem temel hem de uygulamali bitki
biyolojisini arastirmada ve gelistirmede biiylik katki saglama potansiyeline sahiptir.
Bundan dolay1 kenevir bitkisinde bu teknolojinin gerceklestirilmesi, bilinmeyen binlerce
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genin fonksiyonel caligmalarinin gerceklestirilmesi ve yeni ¢esitlerin gelistirilmesine
olanak tantyacaktir [30].

Bitkilerde gecici genetik transformasyonun gerceklestirilmesinde uygulanan
molekiiler yontemlerden birisi, Viriis Kaynaklt Gen Susturma (VIGS) yontemidir. RNA
aracili transkripsiyon sonrasi gen susturma (PTGS) teknigi olan VIGS, gorece kisa bir
siire iginde gen islevlerinin arastirilmasi icin uygulanabilmektedir [58—60]. Bir bitki
tiirlinde incelenen genin in vivo islev kaybini fenotipik diizeyde gérmek i¢in uygulanan
VIGS protokolii optimize edildikten sonra bu etkinin fenotipte kendisini gostermesi 3-6
hafta kadar siirmektedir [58]. Bu nedenle bu yontem bitkilerde kararli transformasyon
calismalar1 oncesinde hedef genin islevinin kanitlanmasi i¢in uygulanabilecek ideal bir
ara¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir [30]. Diger bir gegici transformasyon yontemi olarak
RNAIi (RNA interference) ekspresyonu, hedeflenen genlerin baskilanmasina yol acan iyi
karakterize edilmis bir yontemdir ve ihpRNA (intron igeren hairpin RNA) gibi RNA’larin
kullanim1 ile genlerin susturulmasini tetikleyebilir. RNAi mekanizmalar1 siRNA
tiretilmesi ve bu siRNA'larin hedeflenen mRNA'y1 taniyan bir RNA kaynakli susturma
kompleksine (RISC) baglanmasi yoluyla ¢aligmaktadir. Bu sayede hedeflenen genlerin
ifadesi downregiile edilir [61].

C. sativa’da VIGS yontemi, heniiz islevi bilinmeyen gen fonksiyonlarini tanimlamak
amaciyla reverse genetik ¢alismalarda kullanilabilecek bir tekniktir. Bu yontem ile agiga
kavusturulmamis olan biyosentez yolaklarinin ayrintilarina inilerek C. sativa gibi ticari
ve tibbi Oneme sahip bitkilerin mevcut genomik verileri ile biyokimyasal veriler
arasindaki bilinmeyen verilerin agiga ¢ikarilmasi saglanabilir. VIGS vektorleri cesitli
viriis’konak¢1 kombinasyonlarindan gelistirilebilir. Bu baglamda yapilan bir ¢alismada,
C. sativa'da VIGS protokoliiniin uygulanmasinda Pamuk yaprak kivrilma viriisii (CLCrV)
kullanilmistir. CLCrV, DNA-A ve DNA-B olarak adlandirilan tek iplikli iki adet halkasal
DNA molekiiliinden olusan, iki pargali DNA’ya sahip begomoviriislere ait bir viriistiir
[62]. VIGS’in ¢alisma prensibinde, bitkilerde viriis enfeksiyonlarina karst dogustan gelen
savunma sisteminden yararlanilmaktadir. Begomoviriisler ¢ekirdekte genomlarini
kopyaladiktan sonra dsRNA (¢ift iplikli RNA), RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RDR)
tarafindan sitozolde sentezlenir. Sonrasinda dsRNA, transkripsiyon sonrast gen
susturmay1 (PTGS) tetikler. Bu dsRNA'nin parcalanmasina ve RNA kaynakli susturma
kompleksi (RISC) tarafindan taninan siRNA molekiillerinin iiretilmesine yol agar. Daha
sonra ¢ift sarmalli siRNA'lar tek sarmalli (ssRNA) hale doniistiiriiliip RISC tarafindan
tamamlayici dizileri taramak i¢in kullanilir [63]. Sonugta ortaya ¢ikan dsSRNA molekiilleri
yani siRNA ve viriis-ssSRNA kompleksleri daha sonra parcalanacak ve virlisiin
replikasyonu yavaslayacaktir [63]. Bu, bitki boyunca tasinmay1 miimk{in kilan siRNA'nin
artmasiyla sonuglanir. Bu nedenle uzaktaki hiicrelerde ve hatta bitkinin farkli bir¢ok
yerinde susturma gozlemlenebilir. Yapilan c¢alismada, VIGS vektorlerini tasiyan
Agrobacterium tumefaciens AGL1 susu ile gegici olarak transforme edilen bitkilerin,
istenen fenotipleri gosterdigi ve yapraklarda lekeli beyazlamanin gerceklestigi
belirlenmigtir [63]. Genlerin basarili sekilde susturulmasi kantitatif PCR ile dogrulanmis
ve transkripsiyon ifadelerinin Chll ve PDS igin sirasiyla %70 ve %73 oraninda
azalmasiyla sonuglanmistir [63]. Bu, biyosentetik yollarin ve bitki gelisiminin
diizenlenmesinin daha iyi anlagilmasi i¢in gen fonksiyonlarini aciklama ve degisen
transkripsiyon seviyelerinin diizenleyici agin1 ortaya ¢ikarmasini saglamaktadir [63].
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Baska bir calismada, agroinfiltrasyon yoluyla RNAi kullanarak kannabinoid
biyosentez genlerinin ilk kez modiile edildigi bildirilmistir [64]. Bu ¢alisma, C. sativa
susu Cannbio-2'nin THCAS, CBDAS ve CBCAS gen dizilerine karsilik gelen farklt RNAi
yapilart ile transfekte edilmis yaprak boliimleri lizerinde gergeklestirilmistir. Bu
transfekte edilmis bitkilerin tiim kannabinoid biyosentez genlerinde pRNAi-GG-CBDAS
UNIVERSAL kullanilarak belirgin ve anlamli sekilde sirasiyla; THCAS (%92), CBDAS
(%97) ve CBCAS (%70)’nin downregiile oldugu RT-qPCR kullanilarak dogrulanmigtir
[64]. Ancak bazi genlerin gosterdigi regiilasyonlar (CBCASnin (%76) anlaml
upregiilasyonu ve THCASnin (%13) anlamli olmayan upregiilasyonu), bu genlerin
kannabinoid biyosentezinde birden fazla agsamada rol oynayabilecegini gostermistir [64].
Kenevir bitkisinde RNAi kullanarak kannabinoid biyosentez genlerinin modiilasyonunun
basaril1 bir sekilde gergeklestirildigi bu ¢aligma, gelecekte daha ileri arastirmalarda bu
yontemin basaril1 bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

Son donemde nanopartikiiller araciligiyla bitki transformasyonu ile ilgili olarak
yapilan calismalar, cift sarmalli RNA veya plazmit DNA'sinin, saglam bitki doku
hiicrelerine Agrobacterium tumefaciens ile aktarima alternatif olarak etkili bir sekilde
aktarilabilecegini gostermistir. Bu ¢caligsmalar, kil nano tabakalar1 veya tek tabakali karbon
nanotiipler gibi nanomateryallerin, DNA'nin pasif difiizyon yoluyla hiicre ¢ekirdegine
taginmasini saglayan tasityict molekiiller olarak islev gorme potansiyeli oldugunu
gostermistir [65—67]. Bu baglamda yapilan bir calismada, silikon dioksit kapli altin
nanopartikiiller lizerine aktarilan soya fasiilyesi transkripsiyon faktoriinii iceren DNA’lar
infiltrasyon yolu ile kenevir yapragina transfer edildikten sonra hem soya fasulyesi
genlerinin transkripsiyonu ile sonuclanmis hem de kannabinoid ve terpen gibi degerli
metabolitlerin tretildigi trikomlar dahil kenevir yaprak hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde
floresan isaretli transkripsiyon faktorii proteinlerinin lokalizasyonu gosterilmistir [67].
Bu ¢alisma, kenevir bitkisinde ¢oklu transgen ekspresyonunun etkilerini incelemek i¢in
kullanilabilecek etkili bir gecici transformasyon yontemidir [67].

Transformasyon protokollerinin gelistirilmesi ile daha fazla nadir kannabinoid
icerigine sahip bitkilerin liretimi ve dahast kannabinoid profilinden ayr1 olarak farkli
terpenlerin igerigini degistirmek Onemlidir. Kendine 6zgli tibbi ozelliklere sahip bir
bilesik olarak CBG, genellikle oldukg¢a diisiik seviyelerde bulundugundan genom
diizenleme yoluyla hem THCA hem de CBDA sentaz gibi 6nemli kannabinoid biyosentez
genlerin silinmesi, hem bu genlere ait mutantlar1 gelistirme hem de daha yiiksek CBG
seviyelerine sahip bir bitki elde edilmesi potansiyeline sahiptir.

Heterolog Olarak Kenevir Metabolitlerinin Mikrobiyal Sentezi

Insan saglig1 acisindan fitokannabinoidlerin farkli etkinlikleri oldugu bilinmekte ve
eski caglardan beri kenevirden elde edilen hammaddeler ilaglarda kullanilmaktadir [68].
Kenevirin bazi bakteri ve mantar tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve bu
nedenle insanlarda ¢esitli bulasici hastaliklara karsi etkili antibiyotik olarak
kullanilmaktadir [69]. Kenevir Oziitlerinin, Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus
gibi baz1 gram pozitif bakterilere kars1 ve gram negatif bakterilerden Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa'ya kars1 antimikrobiyal aktivite sergilerken Candida albicans
ve Aspergillus niger gibi mantarlara kars1 herhangi bir antifungal aktivite gostermedigi
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belirlenmistir [70]. Ote yandan metisiline direngli Staphylococcus aureus'a karsi
fitokannabinoidlerin (6rnegin A9-THC, CBG, CBN, CBD ve CBC) antibiyotik aktivite
gosterdigi saptanmistir [71]. A9-THC ve CBD, streptokoklara ve stafilokoklara karsi
bakterisidal aktivite gdsterirken, gram-negatif bakterilere karsi etkili degildirler [72].
Kenevir metabolitkerinin farmakolojik potansiyelleri sebebiyle, bir¢cok iilke
fitokannabinoidlerle ile ilgili olan yasalarini giderek daha fazla esnetmekte ve diinya
capinda kenevir tlirevi Uriinlerle ilgili endiistriyel {iretim hizla biiylimektedir [29].

Biyoteknoloji temelli kannabinoid iiretimi; onciil izoprenoid birimlerinin hiicresel
teminini saglayacak biyolojik bir sistem, istenen kannabinoidlerin tiim biyosentetik
yolagindaki enzimleri kodlayan genlerin uyumlu ifadesini ve 0zglin baslangic
molekiillerini kullanabilmek i¢in enzim miihendisligi stratejileri gerektiren bir siirectir.
Kannabinoid sentezi icin farkli bitki tlirlerinden, bu biyosentetik yolaga ait genler elde
edilmektedir. Ote yandan bitki tiiriinden bagimsiz olarak optimal katalitik 6zelliklere
sahip biyosentez enzimlerini kodlayan genlerin kombinasyonel kullanimi ise sentetik
biyoloji yaklasimi ile miimkiin gériilmektedir.

Biyoteknolojik  olarak kannabinoid iiretiminin farkli mikroorganizmalarda
gerceklestirilmesi i¢in genetik miihendisligi temelli tekniklerden yararlaniimaktadir.
llerleyen béliimlerde, farkli organizmalarda kenevir metabolitlerinin biyoteknolojik
tiretimi ile ilgili yapilan ¢caligmalar ayrintili olarak anlatilmistr.

Kannabinoidlerin Biyosentetik Uretimi icin Fungal Platformlarin Kullanilmasi

Mantarlar ¢esitli birincil ve ikincil metabolitleri tiretebilen farkli biyoaktivitelere sahip
organizmalardir. Saccharomyces cerevisiae (73], Yarrowia lipolytica [34,74] ve Pichia
pastoris (Komagataella phaffii) [75] gibi organizmalarla, yliksek degerli metabolitlerin
iretimi i¢in ¢esitli biyoteknolojik tiretim protokolleri gelistirilmistir. Ayrica filamentli
mantarlar araciligiyla da farkli biyoteknolojik uygulamalarla yiiksek degerli
metabolitlerin iiretimi gerceklestirilmistir. Son yillarda maya ve filamentli mantarlarin
tam genom dizilerinin elde edilmesi iliretim organizmalarini iyilestirme, metabolit
verimini artirma ve dogal iirlinler i¢in yeni fungal {iretim platformlarinin tasarlanmasin
amaglayan yeni yaklasimlarin gelistirilmesi icin temel bilgiler saglamistir [29,76,77].
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Streptomyces lividans ve Corynebacterium
glutamicum gibi bakteriler genetik olarak daha kolay manipiile edilse de bu
mikroorganizmalar her zaman okaryotik canlilarin proteinlerinin heterolog ifadesi i¢in
uygun degildir [29]. Bunun nedeni post-translasyonel degisikliklerin eksikligi ve
heterolog proteinlerin salgilanmas1 konusundaki sinirlt yetenekleridir [29]. Bunun aksine
bazi mayalar ve filamentli mantarlara ait biyolojik olarak aktif proteinlerin, orijinal
proteinlerdeki glikozilasyon derecesine benzer bir biyosentezleme yaparak [83] farkli
enzimler ve metabolitler i¢in biiylik bir salgilama kapasitesine sahip olduklar
bilinmektedir. Giiniimiizde gida endiistrisinde kullanilan ticari enzimlerin %82'sinin
fungal konakc¢ilar kullanilarak tretildigi g6z Oniline alindiginda [78], bu
mikroorganizmalarin  heterolog protein {iretimi gibi benzer amaclarla O6nemli
metabolitlerin  liretiminde hiicre fabrikalar1 olarak kullanilma potansiyelini
dogrulanmaktadir.
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Saccharomyces cerevisiae ile Kannabinoid Uretimi

S. cerevisiae’de kannabinoid iiretimi icin ilk olarak olivetolik asit sentezlenmesi
hedeflenmis sonrasinda ise CBGA iiretimini arttirmak i¢in kiiltiir kosullari optimize
edilerek farkli suglar elde edilmis ve bunun sonucunda galaktozdan CBDA, A9-
tetrahidrokannabivarinik asit ve kannabidivarinik asit biyosentezini gerceklestirebilen
suglar tasarlanmistir [27]. Bunu basarmak i¢in, dogal mevalonat yolag: yiiksek oranda
geranil pirofosfat akis1 saglayacak sekilde tasarlanmig ve farkli organizmalardan elde
edilen bir heterolog hekzanoil-CoA biyosentetik yolu sisteme dahil edilmistir. Ayrica bu
sisteme olivetolik asit biyosentezinde yer alan enzimleri kodlayan Cannabis genleri,
geranilpirofosfat: olivetolat geraniltransferaz aktivitesine sahip daha once kesfedilmemis
bir enzimin geni ve kannabinoid sentaz genleri de dahil edilmistir. Ek olarak kannabinoid
analoglar1 iiretmek icin cesitli yolak genlerinin ¢ok yonliiliigiinden yararlanan bir
biyosentetik yaklasim olusturulmustur. Tasarlanmis suslarin farkli yag asitleri ile
beslenmesi, molekiiliin reseptor baglanma afinitesini ve giiciinii degistirdigi bilinen
kisminda modifikasyonlara sahip kannabinoid analoglarinin iiretimi ile sonuglanmaistir.
Bu calismada 6ncelikli olarak mayada kannabinoid {iretimi i¢in olivetolik asit liretimine
odaklanilmis ve kenevirde bulunan iki enzimin, bir tetraketid sentazin (C. sativa TKS;
CsTKS) [79] ve bir olivetolik asit siklazinin (CsOAC) [24], heksanoil-CoA ve malonil-
CoA'dan olivetolik asit lirettigi belirlenmistir [27]. Mayada olivetolik asit liretmek i¢in
yCANOI susu olusturmak iizere S. cerevisiae'ye bir CsTKS ve CsOAC ekspresyon kaseti
yerlestirilmis ve bunun sonucunda galaktozdan 0,2 mg/L olivetolik asit {iretimi
saglanmistir [27]. Heksanoil-CoA miktarini artirmak i¢in yCANO1 susu, endojen bir agil
aktive edici enzim (AAE) tarafindan heksanoil-CoA'ya doniistiiriilebilen 1 mM
hekzanoik asitle beslenmistir ve bunun sonucunda olivetolik asit liretiminde alt1 kat artigla
(1,3 mg/L) sonuglandig1 gozlemlenmistir [27]. Bununla birlikte TKS’nin bir yan iirtini
olan heksanoil triasetik asit lakton (HTAL) [24] olusumu da goézlemlenmistir [27].
Hekzanoik asidin heksanoil-CoA’ya doniisiimiinii diizenlemek i¢in kenevirde bu adimi
hizlandirdig1 diisiiniilen ve kenevirden elde edilen bir A4E olan Cs4AAE1 yCANOI1 susuna
dahil edilmistir [23]. 1 mM hekzanoik asit ile beslendiginde ortaya cikan susun
(yCANO2), yCANO1'e kiyasla olivetolik asit titresinde (3,0 mg/L) iki kat artig gosterdigi
gorilmistiir. [27]. Galaktozdan heksanoil-CoA iiretmek ve olivetolik asit yolagini
tamamlamak icin heksanoil-CoA yolu yCANOI susuna eklenmistir [80] ve bunun
sonucunda olusan susun (yCANO3), 1,6 mg/L olivetolik asit liretti§i gozlemlenmistir
[27]. Bir geranilpirofosfat: olivetolat geraniltransferaz (GOT) tarafindan olivetolik asit ve
mevalonat yolu ara {iriinli olan geranil pirofosfattan (GPP) A9-tetrahidrokanabinolik asit
(THCA), kannabidiolik asit (CBDA) ve ¢ok sayida diger kannabinoidlerin 6nciisii olan
kannabigerolik asit (CBGA) tiretilmistir [27]. GPP iiretimi asir1 olan tercihen FPP'ye [81]
gore GPP iireten endojen farnesil pirofosfat sentaz ERG20'nin (ERG20 (F6OW/N127W)
mutant bir versiyonuna sahip), CsPT1'1 in vivo test etmek i¢in upregiile edilmis bir
mevalonat yoluna [82] sahip olan sus (yCAN10) olusturulmustur [27]. Olusturulan bu
yCAN10 susunda CsPTI eksprese edildiginde herhangi bir GOT aktivitesi
gozlemlenmemistir [27]. Mayada islev gosterebilecek GOT aktivitesine sahip enzim
bulabilmek i¢in Cannabis ve yakin tiirlerde aday preniltransferaz enzimi arastirilmistir.
Mayada preniltransferazin fonksiyonel olabilmesi icin alti Cannabis ve iki Humulus
lupulus preniltransferazinin, tahmin edilen N-terminal plastit hedefleme dizileri
kaldirilmistir (CsPT2-T-CsPT7-T, HIPT1L-T ve HIPT2-T) [83,84] ve sonrasinda her bir
GOT aday1 yCAN10 susuna aktarilarak bu suslar (yCAN12—yCAN20) ImM olivetolik
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asit igesinde kiiltlirlenmistir [27]. Bu dokuz sus arasindan tespit edilebilir miktarda CBGA
(136 mg L) iireten yani CsPT4-T’yi eksprese eden susun yCAN14 oldugu belirlenmistir
[27]. CsPT4-T'nin sekiz transmembran sarmalina [85] sahip olup, maya i¢inde heterolog
olarak eksprese edildiginde saflastirilmis mikrozomal fraksiyonda lokalize oldugu
belirlenmistir. Ozetle ilgili calismada, basit seker galaktozdan CBGA, A9-THCA, CBDA,
A9-tetrahidrokannabivarinik asit ve kannabidivarinik asit gibi Onemli kenevir
metabolitlerinin tam biyosentezini gergeklestirebilen S. cerevisiae suslar1 gelistirilmistir
[27].

Her ne kadar CBD dahil kannabinoidlerin de novo biyosentezi, genetik olarak
degistirilmis maya kullanilarak basarilmis olsa da elde edilen CBD verimi ticari
uygulamalar i¢in yetersizdir. CBD’nin de novo biyosentez verimini sinirlayan ana
faktorler arasinda, GPP ve malonil koenzim A gibi dnciil molekiillerin yetersiz eldesi ile
substratlar (6rnegin, CBGA) ve enzimleri (6rnegin, CBDAS) ayiran fiziksel bariyer yer
almaktadir. GPP ve malonil koenzim A Onciillerinin her ikisi de asetil koenzim A'dan
tiretildigi i¢in yeterli miktarda asetil koenzim A’nin saglanmasi CBD veriminin
arttirtlmasinda kritik 6neme sahiptir. Substrata erisimi engelleyen fiziksel bir bariyerin
varligiyla iliskili CBDAS''n tamamlanmamis katalizi de diisik CBD verimi ile
sonuclanabilmektedir. CBGA esas olarak sitoplazmada lokalize iken CBDAS, calismasi
icin diislik pH'l1 bir ortam gerektirdiginden yalnizca vakuollerde lokalizedir.

Bu fiziksel engel nedeniyle yasanilan problemin, tasiyici proteinlerin eklenmesi ile
asilabilecegi diisliniilmiistiir. Bu baglamda yapilan baska bir ¢alismada, Saccharomyces
cerevisiae’da CBD’nin de novo biyosentezi basariyla gerceklestirilmistir. iki tasiyici
protein kodlayan AcrB ve TolC genlerinin eklenmesi, amorfadien ve kaurene iiretimini
artirabilecegi diistiniilmiistiir. Maya ATP baglayici kaset (ABC) vakuolar tasiyicilari,
glisiretinik asit ve BPT1 {iretimini artirabilir bu da glukoamilaz tiretimini tesvik edebilir
[25]. PDRI11, rubusosidin tagimasindan sorumludur ve PDRI] 'nin yiiksek oranda ifadesi
rubusosidin konsantrasyonunu %129,8 artirabilir. Bu nedenle CBGA'nin sitoplazmadan
vakuole taginmasina arabuluculuk edebilecek tasiyicilari tanimlamak, CBDA {iretimini
biiyiik ol¢iide artirabilir [25]. (Bile) pigment tasiyict 1’in (BPT1), kannabigerolik asidin
(CBGA) sitoplazmadan vakuole tasinmasi i¢in en etkili tasiyici oldugu belirlenmis ve
CBGA ile katalitik enzimi arasindaki fiziksel engeli ortadan kaldirildigi goriilmiistiir.
CBGA-BPT1 kompleksi arasindaki en diisiik bag enerjisi, BPT1 ve CBGA arasindaki
giiclii etkilesimi dogrulamis ve elde edilen CBD veriminin (6,92 mg/L) baslangi¢ susu
tarafindan tiretilen verimin 100 kat1 daha fazla oldugunu ortaya ¢ikartmistir. Bu ¢alisma,
yiiksek diizeyde CBD fireten suslarin yapisina dair ve CBD tedarikinin temelini
olusturacak bilgiler vermesi acisindan dnemlidir [25].

Farmasotik agidan ilgili kannabinoidlerin tiretimi genellikle, A9-tetrahidrokannabinol
ve kannabidiol gibi ana bilesenleri liretmek icin kenevir bitkilerinden ekstraksiyon ve
saflastirmaya dayanmaktadir. Bununla birlikte, Nicotiana benthamiana veya S. cerevisiae
gibi organizmalardaki kannabinoidlerin heterolog biyosentezi hem ana hem de nadir
kannabinoidlerin yani sira yeni tiirevlerin yiiksek miktarda ve uygun maliyetle iiretilmesi
icin gelecegin tiretim platformlarina hizli bir alternatif olarak diisiiniilmektedir [86].

Yapilan bir ¢calismada, UbiA siiper ailesinin aromatik preniltransferazlar1 ve ¢alkon
izomeraz benzeri (CHIL) proteinlerin genlerini tanimlamak igin kenevirin meta-
transkriptomik analizi yapilmistir. CsaPT4 adi verilen bir aromatik preniltransferazin,
hem N. benthamiana hem de S. cerevisiae organizmalarinda CBGAS benzeri enzim
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aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Ancak secilen CsaPT ciftleri ve CsaPT4 ile kodlanan
CHIL proteinlerinin birlikte ifade edilmesinin CBGAS katalitik verimliligini etkilemedigi
gozlemlenmistir. Farkli bitki UDP glikoziltransferazlardan olusan bir taramada, Stevia
rebaudiana STUGT71E1 ve Oryza sativa OsUGTS5'in olivetolik asit, kannabigerolik asit
ve A9-tetrahidrokannabinolik asidi glikozile ettigi bulunmustur. Kannabinoidlerin tiretimi
icin N. benthamiana'nin metabolik miithendisligi olivetolik asit ve kannabigerolik asidin
hiicresel glikozilasyonunu ortaya ¢ikarmistir. Ayni ¢alismada, olivetolik asit glikozid ve
kannabigerolik asit glikozid iiretimi icin S. cerevisiae metabolizma miihendisligi yoluyla
tasarlanmistir [86].

Yapilan en giincel ¢alismada, aromatik preniltransferaz NphB'nin (Streptomyces sp
susu CL190'dan) kullanildigr heterolog maya sisteminde, kannabigerolik asit ve
kannabigeroliin glukoz ve heksanoik asitten iiretimi gosterilmistir [31]. Bu iiretimin,
ERG20WW ve NphB'den olusan bir flizyon proteini tanitilarak énemli 6l¢iide artirildigt
goriilmustiir. Ayrica 6ncli madde olan olivetolik asidin {iretimi 56 mg/L'lik hacme
yiikseltilmistir  [31]. Kannabinoid sentaz genlerinin dahil edilmesi, A9-
tetrahidrokannabinolik asit, kannabidiolik asit ve kannabikromenik asit Uretimini
miimkiin kildig1; burada, bir maya sisteminde kannabikromenik asidin heterolog
biyosentezi ilk kez gosterildigi goriilmiistiir [31]. Ayrica kannabinoid sentazlarinin iiriin
spektrumunun maya hiicrelerinin vakuollerine yerlestirildigi bulunmus ve bu spektrumun
dis ortam pH'sine yiiksek derecede bagimli oldugu tespit edilmistir [31]. Son olarak fed-
batch yaklasimi kullanarak, sirastyla 18,2 mg/L ve 117 mg/L olmak iizere kannabigerolik
asit ve olivetolik asit hacimlerine ulastig1 gosterilmistir [31]. Kannabinoid sentazlarinin
iiriin spektrumu, maya hiicrelerinin vakuollerinde bulunan kannabinoid sentazlarinin
pH'ye yiiksek derecede bagimli oldugunu gostermistir [31]. Ayrica sonuglar, protein
aktivitelerinin ve afinitelerinin baslica simnirlayict faktorler oldugunu ve gelecekte
biyokatalizorleri iyilestirmek i¢in protein miithendisliginin gerekliligini vurgulamaktadir
[31].

Pichia pastoris (Komagataella phaffi) ile Kannabinoid Uretimi

Cogu tilkede C. sativa bitkisinin yetistirilmesine yonelik yasal diizenlemeler, THC'nin
disiik verimli veya pahali, kiral Onciillerle kimyasal sentezinin dezavantajlariyla
sinirlanmaktadir. Bu nedenle THC'nin Onciisii olan A9-tetrahidrokanabinolik asidin
(THCA) bitki biyosentez yolagindaki genlerinin, mikrobiyal iiretim sistemlerine
aktarilmasini saglayan biyoteknolojik bir yaklagim, uygun bir alternatif olarak karsimiza
¢ikmaktadir [87]. Cannabis sativa'dan elde edilen A9-tetrahidrokannabinolik asit sentaz
(THCAS) geni, A9-tetrahidrokannabinolik asidin (THCA) biyoteknolojik {iretiminin
potansiyelini aragtirmak ic¢in farkli organizmalarda hiicre icinde eksprese edilmistir.
THCAS"n fonksiyonel ekspresyonu, S. cerevisiae ve P. pastoris'te vakuolar proteaz olan,
proteinaz A sinyal peptidi kullanilarak elde edilmistir [87].

A9-tetrahidrokannabinolik asit sentaz (THCAS) enzimi, THCA biyosentezinin son
adimmni kataliz eden, kannabigerolik asidin (CBGA) oksidatif siklizasyonunu
gergeklestirir ve bu enzim, rekombinant tiitiin sagak koklerinde, bocek hiicre kiiltiirlerinde
ve salgilayac1 Pichia pastoris kiiltiirlerinde diisiik miktarlarda ifade edilmistir [88].
Cannabis sativa L.'den gelen THCA sentaz geninin ekspresyonu hem prokaryotik hem de
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Okaryotik ekspresyon sistemleri kullanilarak incelenmistir. Fonksiyonel ekspresyon E.
coli'de basarisiz olmus ancak en yiiksek enzim aktivitesi P. pastoris kiiltiirlerinde elde
edilmistir. Optimize edilmis kosullar altinda, hacimsel THCAS aktivitesinin onceki
raporlarla [88] karsilastirildiginda %6350 arttig1 gézlemlenmistir. Biyoteknolojik THCA
iiretiminde karsilasilan ¢oziiniirliik sorunlari, P. pastoris'in izole enzimlerinin degil de tam
hiicre biyodoniisiim (whole-cell biotransformation) yontemi kullanilmasiyla asilabildigi
Ongoriilmistiir. Bu yontem sayesinde, 1 mM THCA {iretilmistir ki bu da farmasétik THC
iretimi i¢in gelecekte umut verici alternatif bir yontem olarak diistiniilmektedir [87].

Zirpel ve arkadaslarinin son yaptig1 ¢alismada Pichia pastoris 'in, heterolog ifadesi igin
iyi bir konak¢1 oldugu ancak THCAS protein katlanmasi asamalarinda bazi sorunlar
olusturdugu bulunmustur [36]. Bu katlanma sorunlarinin, yardime1 protein genlerinin ko-
ekspresyonu ile asilabilecegi ise kanitlanmistir [36]. Yapilan c¢alismada glikoproteinle
iligkili saperon CNE1p, saperon Kar2p, foldaz ve protein disiilfit izomeri PDI1p, UPR
transkripsiyonel aktivatorii Haclp, FAD sentetaz FAD1p’in birlikte tiretiminin, THCAS
aktivite seviyelerini Pichia pastoris hiicrelerinde arttirdig1 belirlenmistir. Bu sekilde
optimize edilen kosullarda, CBGA'nin biyodoniisiimii ile 8 saat icerisinde 3,05 g/L THCA
tiretildigi belirlenmistir [36].

Yarrowia lipolytica ile kannabinoid iiretimi

Yarrowia lipolytica, uzun bir endiistriyel kullanim ge¢misine sahip olan bir
Saccharomycetous mayadir. Heterolog protein iiretme yetenegi sayesinde son yillarda ilgi
cekmektedir. Gelistirilen bir dizi molekiiler ve genetik araclar sayesinde Y. lipolytica
giinlimiizde heterolog genlerin ekspresyonu ve ilgili proteinlerin salgilanmasi i¢in 6nemli
bir sistem olarak karsimiza ¢ikmaktadir [74]. Tlk olarak Y. lipolytica biyokiitle {iretimi (tek
hiicreli protein: SCP) veya degerli metabolitlerin (6rnegin sitrik asit) tliretimi amaciyla
yabani tip veya geleneksel olarak gelistirilmis suslarin kullanimi 6ne ¢ikmistir [74].
Ayrica, Y. lipolytica lipit biriktirme kapasitesi ile dikkat ¢ceken bir mayadir. Kuru hiicre
agirhginin %40'ma kadar lipit biriktirebilir ve yag asitlerinin %50'sinden fazlasi linoleik
asit icerir. Bu ozellikler, lipit depolama kapasitesini daha da iyilestirmek icin temel
aragtirma konusu olmustur. INRA'da tiiretilen bir "oglandiiler" sus, kuru hiicre agirliginin
%75'ine kadar lipit biriktirme yetenegine sahiptir ve baska bir sus (UT Austin'de tiiretilen
Polf) %90'a kadar lipit biriktirebilir [74]. Bu sebeple Y. lipolytica'da yenilenebilir
kaynaklardan biyoyakit veya yiliksek degerli iiriinler tiretimi i¢in miithendislik ¢aligsmalari
¢ok hizli bir sekilde ilerlemektedir. DNA diizenlemesi ve genom diizenleme
teknolojilerinin Y. lipolytica’da yapilan caligmalara eklenmesi, karmasik sentetik yollarin
hizli kombinasyonel diizenlemesine olanak saglayarak bu alanda ilerlemelere ivme
kazandiracaktir [74]. 2022°de yapilan ¢alismada Y. /ipolytica’da olivetolik asit (OLA)
kannabinoid Onciisliniin iiretimini arttirmak ic¢in genetik miihendislik caligmalari
yapilmistir [33]. Bunun i¢in OA iretimindeki sinirlayici basamaklar belirlenip
tyilestirilerek siire¢ daha verimli hale getirilmistir [33]. Pseudomonas tiirii bir bakteriden
elde edilen bir enzim olan LvaE'nin, hekzanoik asidi hekzanoyl-CoA'ya verimli bir
sekilde doniistiirebildigi  bulunmustur [33]. Asetil-CoA karboksilazin, piruvat
dehidrojenaz alternatif yolaginin, NADPH iireten malik enzimin birlikte ekspresyonu,
ayrica peroksizomal B-oksidasyon yolaginin ve ATP iletim yolaginin aktivasyonu, karbon
akisint OA sentezine yonlendirmek i¢in etkili stratejiler oldugu gosterilmistir [33]. Bu
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stratejilerin uygulanmasiyla, OA tretimi 83 kat artarak calkalamali flask kiiltiirlerinde
9,18 mg/L'ye ulasmistir [33].

Dictyostelium discoideum ile kannabinoid éiretimi

Amip Dictyostelium discoideum, son zamanlarda yeni dogal lriinlerin kesfi ve
fitokimyasallar gibi biyoaktif bilesiklerin {iretimi i¢in kullanilan en giincel konakg¢ilardan
biridir [89]. Mantar ve bitkilere ek olarak amipler (D. discoideum), terpen sentaz genlerini
eksprese edebilen az sayida Okaryot arasinda yer alir ve bu da ilgili konak¢ida aktif bir
geranil pirofosfat iireten yolun varligini diistindiirmektedir [90,91]. D.discoideum ayrica
bircogunun enzimatik {irtinleri heniiz tanimlanmamis 45'e kadar potansiyel PKS
(poliketid sentaz) genine sahiptir [89].

Yapilan bir ¢alismada terapdtik agidan degerli kannabinoidlerin temel ara maddesi
olan olivetolik asit (OA) {lireten bir amip/bitki arasi bir hibrit enzim tasarlandigi
bilinmektedir [92]. Aromatik poliketidlerin iiretimi i¢in avantajli bir konak olarak segilen
D. discoideum, dogal ve ayn1 kokenli bitki poliketid sentaz genlerini eksprese ederek
kannabinoidlerin biyosentezinde merkezi ara madde olan florokaprofenon, metil-olivetol,
resveratrol ve olivetolik asit liretiminde bagarili oldugu yapilan ¢alismada gosterilmistir
[93]. Reimer ve arkadaslarinin yaptigi calismada D. discoideum konakg¢i sistemini
kullanarak sentetik kannabinoid yolunda bir kisayol saglandig1 ve iki enzimatik adimda
birincil metabolitlerden OA {iireten bir amip/bitki arasi hibrit enzimini, OA sentezini
kolaylastirmak igin tasarlandig1 goriilmektedir[93].

Baska bir ¢alismada Kufs ve arkadaslar1 tarafindan tasarlanan hibrit enzimin
kannabinoidlerin iiretimi i¢in yeni bir biyosentetik yaklasim sundugu ongoriilmektedir.
Tasarlanmis amip, heksanoil-CoA parg¢asini herhangi bir yolak optimizasyonu veya onciil
madde takviyesi olmadan zaten saglamaktadir [89]. Ancak kannabinoid biyosentetik
yolagindan uyarlanan enzimlerin fonksiyonel ifadesi, 6rnegin aromatik preniltransferaz
ve siklizan oksidorediiktazlar, amipler tarafindan saglanan ancak prokaryotik
konakgilarda uygulanmasi zor olan translasyon sonrasi modifikasyonlari ve membran
lokalizasyonunu gerektirmektedir [18,89]. Tasarlanan D. discoideum susu tarafindan
uretilen OA konsantrasyonlari, litre basina miligram araliginin ¢ok altinda olsa da dogal
poliketidlerin konsantrasyonlart bu aralifa ulasabilmektedir, bu da bu konak¢inin
heterolog tliretim potansiyelini ve daha ileri optimizasyonlarla poliketid biyosentezinin
artirtlabilecegini gostermektedir [89,93]. Dahasi amip temelli biyoproseslerde, giivenilir
bir yiiksek dl¢ekli liretim stratejisinin gelistirilmesinde kannabinoid onciisii olivetolik asit
tiretiminin degerlendirildigi ¢alismada D. discoideum igin tolere edilebilir maksimum
hidromekanik stres seviyesini belirleyerek hiicre parcalanmasindan (cell shearing)
kaynaklanan herhangi bir verim azalmasi olmadan ilgili proses ¢alkalamali giselerden 300
L kanistirmali tank reaktoriine 6l¢eklendirilebilmistir [89]. Bu baglamda kimyasal sentez
veya bitkilerden fitokimyasallarin ekstraksiyonuna alternatif olarak amip bazli liretim
proseslerin Glgeklenebilirligini ve biyoteknolojik kullanimi gosteren bu ¢aligma umut
vadetmektedir.
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Mikroalglerde iiretim

Giliniimiizde mikroalgler, saglik gida takviyelerinde (nutrasétik), farmasotikte,
kozmetikte, su Triinleri yetistiriciligindeki yemlerde, tarimda ve bagka bircok
uygulamada kullanilmaktadhr. Dunaliella salina, Chlorella, Chlamydomonas ve
Phaeodactylum sp. gibi tam genom dizisi ¢ikarilmis mikroalgler, heterolog iiriinlerin
sentezinde ve biriktirilmesinde genetik modifikasyon i¢in benzersiz 6zelliklere sahiptirler
[94]. Su ana kadar rekombinant mikroalglerde kannabinoidlerin veya onciillerinin tam
biyosentezi ve biiyiik 6l¢ekli biyoreaktorlerde ekonomik tiretimi kolaylagtirmak i¢in nasil
bir endiistriyel siirecin tasarlanmasi gerektigi ile ilgili bir caligma yayimlanmamistir [94].
Ancak oleojenik mikroalgler, hiicrelerinde toplam biyokiitlelerinin %20'sine kadar
yiiksek miktarda yag asidi biriktirebildikleri ve kannabinoid biyosentez yolag1 yag asitleri
ile basladigir i¢in, bu durum onlar1 kannabinoid miihendislii icin ¢ok iyi aday
yapmaktadir [95]. Oleojenik mikroalglere Chlorella sp., Nannochloropsis sp.,
Phaeodactylum tricornutum, Tetraselmis sp. drnek olarak verilebilir. Ilk olarak yag asidi
hekzanoik asit, bir agil aktivasyon enzimi tarafindan CoA formuna doniistiiriiliir [23].
Ardindan B-oksidasyon yoluyla yag asitlerinin parcalanmasi ile CoA, asetil-CoA'ya
asetillenir ve ardindan mevalonat yolagina [96] girer.

Buradaki amag, dogal mevalonat yolagini, mikroalglerin hiicre sitozoliinde major
kannabinoidlerin sentezi i¢in ana 6ncii molekiil olan geranil pirofosfatin yiliksek akisini
saglayacak sekilde degistirmektir. Bununla birlikte yiiksek konsantrasyonlarda hiicrelere
toksik oldugundan [97] bu da sentez sirasinda onemli bir zorluga sebep olmaktadir.
Ototoksisiteyi Onlemek i¢in bu ara iirlinlerin islevsel etkilesimi bir se¢im parametresidir.
Bu nedenle GPP’nin THC ve CBD’lerin ana monoterpen dnciilii olan kannabigerolik asite
(CBGA) doniistiiriilmesi i¢in mikroalg genomuna geraniltransferaz enzimini eksprese
eden genlerin aktarimi 6nerilmektedir. CBD sentezindeki diger 2 anahtar enzim, THCAS
ve CBDAS da genom diizenleme yontemleri ile bu yolaga dahil edilmelidir. Alg
hiicrelerinde biiylime kosullar1 enzim {iretimi ve aktivasyonunu dogrudan etkiledigi i¢in
besiyeri igerigi, biiylime sicakligi, 151k siddeti ve oksijen/karbondioksit parametrelerinin
optimize edilmesi 6nemlidir.

Metabolizma  Miihendisligi ~ Stratejilerinin  Endiistrivel ~ Kenevir ~ Uretiminde
Kullanilmas

Genomik, transkriptomik ve metabolomik ¢alismalarla kenevirin ikincil
metabolitlerinin sentetik yolaklarinin aciga ¢ikarilmasina ve kenevir temelli tibbi tirlinlere
olan talebin artmasina ragmen, kanabinoid yolak genlerinin, enzimlerin ve metabolit
regiilasyonunun metabolik miihendisligi {izerine yapilan ¢alisma sayis1 azdir [98, 99].
Ozellikle kenevirin basarili bir sekilde metabolik miihendisliginin yapilmasi igin,
transgenik ve transient gen aktarim sistemleri lizerine durulmaktadir [99]. Bunlarla
birlikte CRISPR/Cas sistemleri gibi yeni sentetik biyolojik araglar kenevirdeki THC gibi
psikoaktif molekiilleri saf dis1 birakarak istenen lif keneviri fitokimyasallarinin eldesini
arttirirken ayni zamanda ¢evre dostu bir metabolik miithendislik sunmaktadir [99].
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SONUC

Bitki transformasyon protokollerinin gelistirilememesi, bitkilerde gen diizenleme
caligmalarinin 6niindeki en biiyiik engellerden biridir. Kenevir, genom diizenlemeleri ve
genetik transformasyon tekniklerinin uygulanmasi agisindan kompleks ve zor bir tiir
olarak bilinmektedir [100]. Ancak yapilan ¢alismalar goz 6niine alindiginda, Cannabis
sativa’nin doku kiltlirli yontemi, gen diizenlemeleri ve mikrobiyal iiretimi ile
protokollerin gelistirilmeye baslandigi ve bu yolla kenevirin klonal iiretimi ve degerli
metabolitlerinin tiretiminde endiistriyel talebi karsilayamasa da ilerleme kaydedildigi
gorilmektedir [100].

Bugiine kadar kenevir iiretiminin genetik miihendislik yoluyla iyilestirilmesi, diisiik
cimlenme ve koklenme verimliligi nedeniyle sinirlt kalmistir. Ancak yeni biyoteknolojik
uygulamalar ile bu engellerin asilmasi beklenmektedir. Son zamanlarda somatik
embriyogenezin uyarilmasi i¢in morfojenik diizenleyici (MR) genlerinin ekspresyonu
kullan1lmaktadir.

Kenevir genomuna gen transferi, sacak koklerin olusturulmasi gibi simirlayict bir
yontem olmasa da transforme edilen bu hiicrelerden canli bitkilerin olusumu i¢in bitki
hiicre gelisiminin kapsamli bir sekilde yeniden programlanmasini gerektiren bir
prosediire ihtiya¢ duyulmaktadir. Uygun yiizey aktif maddeler ve antioksidan reaktifler
kullanilarak kenevir eksplantlarinin vakum infiltrasyonu yoluyla Agrobacterium ile
enfeksiyonu giiniimiizde basar1 ile uygulanmaktadir [101]. Morfojenik diizenleyici
genlerin zamansal ifadesini degistirerek somatik embriyogenez elde edildiginde, kenevir
eksplantlar1 yiliksek oranlarda yenilenir ve katma degerli 6zelliklere sahip daha fazla
genetik modifikasyon i¢in kullanilabilir. Eger yiiksek diizeyde verimli somatik hiicre
transformasyonu elde edilebilirse bu teknolojik ilerlemeler ayni zamanda gelismis
kenevir fenotiplerinin hizli bir sekilde liretilmesi i¢in de kullanilabilir. Benzer teknolojiler
ise su anda sentetik tohum {iretimi i¢in de gelistirilmektedir.

llging bir sekilde Maher ve arkadaslari, MR'larin gesitli dikot bitki tiirlerinde
CRISPR/Cas sistemi ile muamele yaptigini gostermistir [102]. Son zamanlarda kenevir
biyosentez yolagi, omik yaklasimlar kullanilarak kapsamli bir sekilde incelenmistir [103—
105]. Bununla birlikte biyosentez yolagindaki ¢ogu gen fonksiyonunun karakterizasyonu
hala arastirilmay1 beklemektedir. Molekiiler biyoloji araglariin gelistirilmesi ve kenevir
transformasyon protokoliiniin olusturulmasi, yalnizca fitokimyasal kalitesi ve/veya
miktar1 agisindan iyilestirilmis yeni kenevir gesitlerini elde etmekle kalmayacak, ayn
zamanda kenevir biyokimyasal {iretim platformunun farmakolojik potansiyelini
genisletmek icin, temsili kannabinoid sentez genlerinin yami sira, diger kiigiik
kannabinoid ve terpen sentezi genlerinin de ayrintili bir sekilde arastirilmasina olanak
verecektir.

Kenevir, CRISPR/Cas9 aracili gen diizenleme gibi yeni bitki 1slah teknolojileri gibi
tekniklerin uygulanmasi i¢in ideal bir adaydir. Bu baglamda yapilacak ¢aligmalarda
odaklanilmasi gereken en agik hedef, THCA sentaz geni olarak goriinmektedir. Bu genin
islevi baskilanarak THC {iretiminin olmadigi, aksine alternatif kannabinoidlerin artmis
dretiminin saglandig1 kenevir germplazmalarinin gelistirilmesi saglanabilir. Ancak
kenevirde yeni 1slah tekniklerinin kullanimi, doku kiiltiiriine direngli dogas1 nedeniyle
genetik olarak degistirilecek yeni hatlarin doku kiiltiirii yoluyla yeniden iiretilmesini
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onlemektedir [106]. Bitki rejenerasyonunda yasanan ilerlemelerle, kenevir bitkisinde
goriilen bu kisith yaklagimlarin azalmasi saglanabilir [107,108].

Bitki doku kiiltiirii teknolojisi, endiistriyel kenevir kiiltiiriinde somatik embriyogenezin
indiiklenmesi i¢in bir protokol gelistirme amaciyla kullanilabilir [51]. Somatik
embriyogenez, normal bitki embriyolarinin, bitki iizerinde genetik degisiklik yapmadan
yeniden olusturulabilecegi bir yontemdir [109]. Somatik embriyogenezin basarisinda
veya basarisizliginda etkili olan farkli faktorler; kullanilan kiiltiir ortaminin tiirii, biiytime
diizenleyicilerinin tiirii ve miktari, bitki eksplantinin kaynagi ve biiyiime kosullaridir
[110]. Morfojenik diizenleyici genlerinin aktivasyonu, hem monokot tiirlerde [111,112]
hem de dikot tiirlerde [113] rejenerasyon oranini artirmigtir. Kenevirin MR genlerindeki
gen ifadesinin degistirilmesi, somatik embriyogenezi arttiracak, yenilenmis ve
doniistiiriilmiis kenevir bitkilerinin elde edilmesini kolaylastirip ticarilesme igin sentetik
tohum teknolojisinin gelistirilmesine de olanak taniyacaktir [99].
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