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Catharanthus roseus -kasvi eli tavallisemmin tunnettu punatalvio on ladketieteellisesti merkittava kasvi,
silld se valmistaa syopéladkkeissé kaytettavid alkaloideja, kuten vinblastiinia ja vinkristiinid. Alkaloidit
ovat kasveissa esiintyvid orgaanisia yhdisteitd, jotka sisdltdvit typped ja niilld on paljon biologisia
toimintoja.

Vinblastiini ja vinkristiini valmistuvat punatalviossa monimutkaisen biosynteettisen reitin kautta.
Biosynteesireitti koostuu neljdstd eri vaiheesta, jotka ovat jakautuneet kasvin eri soluihin. Tdmi
solukohtaisesti jakautuva biosynteesi mahdollistaa monimutkaisen biosynteesireitin tehokkaan
toteutumisen. Esiasteet vindoliini ja katarantiini dimerisoituvat vakuolissa muodostaen
anhydrovinblastiinia. Tédstd muokataan monien vilivaiheiden kautta vinblastiinia ja vinkristiinié.
Solukohtaisesti jakautuva biosynteesi tekee sen tutkimisesta haastavaa, joten vaiheiden seuraamiseen
soveltuu hyvin hiljattain kehitetty uusi tutkimusmenetelmi, yksisolumassaspektrometria (single-cell
mass spectrometry, scMS).

ScMS on moderni analyysimenetelmé, joka mahdollistaa molekyylien havaitsemisen, tunnistamisen ja
kvantifioinnin  yksittéisistd soluista. ScMS-menetelmissd yhdistetddn yksisoluniytteenotto ja
massaspektrometrinen analyysi. Naytteenotto suoritetaan usein pintakasitellyilld mikroneuloilla. ScMS-
menetelmidn avulla saadaan erittdin tarkkaa tietoa kasvien luonnontuotteiden biosynteesin
jakautumisesta solukohtaisella resoluutiolla. Yksisolutasolla voidaan tutkia sekd biosynteettisid
vilituotteita ettd lopullisia tuotteita.

Menetelmalla on edelleen merkittdvid haasteita, jotka rajoittavat sen laajamittaista kayttod. Haasteisiin
kuuluvat niytteenoton tekniset vaikeudet, metaboliittien alhainen pitoisuus, datan analysoinnin haasteet
sekd teknologian korkeat kustannukset ja monimutkaisuus. Menetelmin tekninen monimutkaisuus,
korkeat kustannukset ja standardoinnin puute voivat heikentdd mittausten toistettavuutta ja
vertailtavuutta eri tutkimusten vélilla.

ScMS mahdollistaa tulevaisuudessa lupaavan ldhestymistavan sydpélddkkeiden tuotannon optimointiin,
silli menetelmén avulla voidaan tutkia biosynteesireittid ja tehostaa biosynteesid esimerkiksi
mikrobiperdisten tuotantojarjestelmien avulla. Lisdksi scMS tulee tulevaisuudessa olemaan yha
enemmin  kéytossd  yhdessd muiden  yksisolutekniikoiden, kuten  yksisolugenomiikan,
-transkriptomiikan ja -proteomiikan kanssa. Tdémé mahdollistaa vield monipuolisemman solukohtaisen
analyysin.

Avainsanat: alkaloidit, biosynteesi, punatalvio, vinblastiini, vinkristiini, yksisolumassaspektrometria
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Lyhenteet

ESI — Sdhkosumutusionisaatio (engl. Electrospray ionisation)

FACS — Fluoresenssilla aktivoitu solujen lajittelu (engl. Fluorescence-activated cell sorting)
HTT — Korkean lampétilan késittely (engl. High-temperature treatment)

IPAP — Sisdinen floeemiparenkyma (engl. Inner phloem-associated parenchyma)

LCM - Laseravusteinen mikrodissektio (engl. Laser capture microdissection)

MIA - Monoterpeeni-indolialkaloidi (engl. Monoterpene indole alkaloid)

RNA — Ribonukleiinihappo (engl. Ribonucleic acid)

SAT — Vahvahappo kaésittely (engl. Strong-acid treatment)

scMS — Yksisolumassaspektrometria (engl. Single-cell mass spectrometry)

scRNA-seq — Yksittéisten solujen RNA-sekvensointi (engl. Single-cell RNA-sequencing)



1 Johdanto

Kasvit tuottavat laajasti erilaisia luonnonaineita, joita kdytetidén ladketieteessd, maataloudessa,
elintarvike- ja tuoksuteollisuudessa. Ndiden luonnonaineiden tarkka tutkiminen on haastavaa,
silld niiden biosynteesi tapahtuu usein spesifisissd solutyypeissd. Vinblastiini on yksi
merkittdva lddketieteellinen luonnonaine, jota kidytetddn syovdan hoidossa, ja se syntyy

I T4ma reitti

monimutkaisen biosynteettisen reitin kautta Catharanthus roseus -kasvissa.
koostuu useista entsyymeistd, jotka toimivat eri solutyypeissd kasvin lehtien sisdlla.
Punatalviossa syntyy vinblastiinin lisdksi muita ldédketieteellisesti merkittdvid alkaloideja,
kuten vinkristiini4, vindoliinia ja katarantiinia.?>

Alkaloidit ovat ryhmi typpei siséltivid luonnontuotteita, joita on pidasiassa kasveissa.*
Alkaloidit ovat yksi suurimmista erikoistuneista metaboliittiryhmisté, joista monilla on
biologisia toimintoja ja jotka ovat valttdmittomid paitsi kasveille itselleen, my0s ihmisten
terveydelle. Noin 20 %:n kasvilajeista tiedetiin sisiltivin alkaloideja.> Catharanthus roseus -
kasvi eli tavallisemmin tunnettu punatalvio on lddketieteellisesti merkittava kasvi, silld se
valmistaa paljon niitd l44ketieteellisesti merkittdvid alkaloideja.

Massaspektrometria ja RNA-sekvensointi ovat perinteisid menetelmid, jotka ovat
mahdollistaneet luonnonaineiden ja niiden biosynteettisten geenien tutkimuksen.! Nimai eivit
kuitenkaan ole riittdvén tarkkoja menetelmid yksittéisten solujen tutkimiseen. Tétd varten on
kehitetty uusi tutkimusmenetelmd, yksisolumassaspektrometria (scMS), jotta pystytddn
analysoimaan luonnonaineita yksittdisissd kasvisoluissa. Tdméd menetelma mahdollistaa seka
kvantitatiivisen ettd kvalitatiivisen analyysin suoraan yksittdisistd soluista ja mahdollistaa
uuden tavan tutkia biosynteettisten reittien solutason paikantumista.!

Tamai tutkielma esittelee punatalvion alkaloideja sekd niiden jakautumista ja syntymisti
kasvin eri solutyypeissd yksisolumassaspektrometrian avulla. Tutkielmassa késitellddn
esimerkiksi, kuinka vindoliinin ja katarantiinin kaltaiset esiasteet yhdistyviat muodostamaan
anhydrovinblastiinia, joka toimii  vinblastiinin  esiasteena.  Lisdksi  késitellddn
yksisolumassaspektrometriaa ja luonnonaineiden biosynteesid, joita ymmértimalld voidaan
tehostaa lddkekehitystd. Tama tutkielma pohjautuu pédédosin artikkeleihin “Quantitative Single-
Cell Mass Spectrometry Provides a Highly Resolved Analysis of Natural Product Biosynthesis
Partitioning in Plants” (Vu et al. 2024)! ja “Probing the formation of anhydrovinblastine in

Catharanthus roseus by single-cell mass spectrometry” (Cai et al. 2022)?.



2 Punatalvion alkaloidien biosynteesi

Punatalviosta on tunnistettu yli 130 monoterpeeni-indolialkaloidia (MIA), ja ne ovat timén
kasvin suurin ja monimuotoisin alkaloidiryhmi.* Punatalvio on ainoa lihde vinblastiinille (kuva
1) ja vinkristiinille (kuva 2), mitkd ovat merkittdvimpid MIA-yhdisteitd niiden voimakkaiden
syopéd torjuvien vaikutusten ansiosta.* Niiden alkaloidien biosynteesireitti voidaan jakaa
neljadn vaiheeseen. Biosynteesi alkaa metyylierytritolifosfaatti (MEP) -vaiheella, jossa
valmistuu prekursori alkaloidien monoterpeeniosalle. Toinen vaihe on iridoidivaihe, jossa
tuotetaan alkaloidien monoterpeeniosa. Kolmas vaihe on alkaloidirakennevaihe ja neljds vaihe
on myd&hiinen alkaloidivaihe, jossa muokataan niiden alkaloidien rakenteet oikeanlaiseksi.®
Néma biosynteesin eri vaiheet jakautuvat kaikki eri kasvin osiin. MEP-reitti ja iridoidivaihe
tapahtuvat johtojénteisiin liittyvéssd solutyypissd, sisdinen floeemiparenkyymi (IPAP), kun
taas alkaloidien runkorakenteen muodostumisvaihe tapahtuu epidermiksessi.® Lopulta

viimeiset biosynteesivaiheet tapahtuvat idioblasteissa ja lateksisoluissa. !

vinblastiini

Kuva 1. Vinblastiinin rakenne.

vinkristiini

Kuva 2. Vinkristiinin rakenne.



2.1 Solukohtainen jakautuminen punatalviossa

Alkaloidien biosynteesi on jakautunut punatalviossa solukohtaisesti, mikd mahdollistaa
monimutkaisten biosynteettisten reittien tehokkaan toteutumisen kasvin eri soluissa.
Esimerkiksi kaksi tdrkedéd esiastealkaloidia, katarantiini ja vindoliini, syntetisoidaan kasvin
lehdissi erillisissd soluissa. Katarantiini muodostuu pédasiassa vuolaarisissa idioblasteissa ja
vindoliini muodostuu ylemmissi epidermissoluissa (kasvin pintasolukossa).? Solut kuljettavat
alkaloideja toisilleen, mikd tekee biosynteesistd paikallisesti ja biokemiallisesti koordinoidun

4 Anhydrovinblastiinin eli vinblastiinin ja vinkristiinin yhteisen esiasteen

prosessin.
muodostuminen tapahtuu vakuolissa luokan III peroksidaasin (CrPrx1) katalysoimana.* Timi
osoittaa vakuolien merkittdvan roolin sekd biosynteettisten reittien sdételyssd, ettd alkaloidin

varastoinnissa.
2.2 Solukerrosten roolit

Jokaisella punatalvion eri solukerroksella on tarkkaan mééritelty tehtivd luonnonaineiden,
kuten MIA-yhdisteiden, biosynteesissd, minkd mahdollistaa monimutkaisten biokemiallisten
reittien  tapahtumisen  koordinoidusti. Esimerkiksi  vinblastiinin ja  vinkristiinin
biosynteesireitissd on mukana kolme keskeisti solukerrosta.'

Ensimmadinen solukerros on sisdinen floeemiparenkyymi eli IPAP-solut. Néissd IPAP-
soluissa tapahtuvat biosynteesin alkuvaiheet, kuten prekursoriyhdisteiden (logaanihappo ja
sekologaniini) tuotanto, jotka ovat vilttiméttdmiid MIA-yhdisteiden muodostumiselle.’

Seuraava solukerros biosynteesireitissd on epidermissolut, missd tapahtuu péddasiassa
vindoliinin biosynteesi. Lisdksi epidermissolut muokkaavat biosynteettisid vilituotteita ja
siirtdvit niiti muihin soluihin.

Kolmas solukerros koostuu idioblasti- ja lateksisoluista. Namé solut ovat erikoistuneet
alkaloidien, kuten katarantiinin ja muiden vélituotteiden, varastoimiseen ja prosessointiin.
Idioblastit ovat my0s biosynteesireitin viimeisen vaiheen tapahtumapaikka, kun katarantiini ja
vindoliini yhdistyvit muodostaen a-3',4-anhydrovinblastiinia.'

Solukerrosten vélinen yhteistyo edellyttdd tehokkaita kuljetusmekanismeja, jotta ne
pystyvit siirtimdan vélituotteita eri solujen vililld. Solukerrosten erikoistuminen eri tehtdviin
ei pelkéstddn paranna biosynteesin tehokkuutta, vaan se auttaa hallitsemaan reaktioiden

myrkyllisi sivutuotteita.



2.3 Vinblastiinin ja vinkristiinin muodostuminen

MIA -alkaloidit vinblastiini ja vinkristiini ovat punatalvion tirkeimpid alkaloideja niiden
syopilddkinnillisten ominaisuuksien vuoksi.* Ndmi yhdisteet johdetaan monomeeristen
alkaloidien, katarantiinin ja vindoliinin, kondensoitumisesta. Katarantiinin ja vindoliinin
dimerisaatio tapahtuu vakuolissa, jossa reaktiota katalysoi vakuolaarinen luokan III
peroksidaasi (CrPrx1). Tdmin CrPrx1:n katalysoima tuote on a-3',4’-anhydrovinblastiini, joka
toimii kaikkien dimeristen alkaloidien yhteiseni esiasteena.* Anhydrovinblastiini voi siten
edelleen muokkautua vinblastiiniksi ja siitd vinkristiiniksi noin 40 entsyymin katalysoimien
reaktioiden kautta (kaavio 1).! Vinblastiinilla on kasvin alkaloideista yksi pisimmisti

biosynteettisisti reiteisti.’

40 entsymaattista
valivaihetta

vinblastiini

vinkristiini

Kaavio 1. Vinblastiinin ja vinkristiinin biosynteettinen muodostuminen yksinkertaistettuna. Kaavio on mukailtu
artikkelin “Biosynthetic Pathway of Terpenoid Indole Alkaloids in Catharanthus Roseus” kuvasta 5.*



3 Yksisolumassaspektrometria (scMS)

Yksisolumassaspektrometria (scMS) on moderni analyysimenetelmd, joka mahdollistaa
molekyylien havaitsemisen, tunnistamisen ja kvantifioinnin  yksittdisisti soluista.!
Yksisolumassaspektrometrian avulla saadaan erittiin tarkkaa tietoa kasvien luonnontuotteiden
biosynteesin jakautumisesta solukohtaisella resoluutiolla. Tédtd menetelmdd hyddynnetédén
paljon kasvitieteellisissd tutkimuksissa, joissa luonnonaineiden biosynteesi on jakautunut
solukohtaisesti. Yksisolutasolla voidaan tutkia seké biosynteettisid valituotteita ettd lopullisia
tuotteita, miké antaa kattavan kuvan solun metaboliaprosesseista.!
Yksisolumassaspektrometriamenetelmén eteneminen on havainnollistettu kuvassa 3.

Yksisoluanalyysi on keskeinen vaihe solujen genomiikan, transkriptomiikan,
proteomiikan ja metabolomiikan tutkimuksessa, silld se mahdollistaa solujen ja soluelinten
ainesosien ja metaboliittien tarkemman ymmartdmisen. Yksisoluanalyysi antaa myos
merkittdvid ndkokulmia biologisen lddketieteen, farmakologian, kliinisen patologian ja
toksikologian tutkimukseen.®

ScMS:ssa yhdistetisin yksisolundytteenotto ja massaspektrometrinen analyysi.?
Néytteenotto voidaan suorittaa usealla eri tavalla, mutta useasti kiytetdédn mikroneuloja tai
mikrofluidisia jérjestelmid. Namé ndytteenotto tavat mahdollistavat solun sisédllon eristimisen
ilman merkittdvdd hdiri6td solun biokemialliselle tilalle. Yksisolundytteestd saatavat
metaboliitit ionisoidaan sdhkdsumutusionisaatiolla (electrospray ionisation, ESI) tai muilla

ionisaatiotekniikoilla, mink jélkeen ne analysoidaan massaspektrometrilli.!



1. Protoplastien eristiiminen 2. Solujen eristys 3. Solujen poiminta 4. 1L.C- 5. Datan analysointi
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Kuva 3. Yksisolumassaspektrometria menetelmén eteneminen. Vaiheessa 1 protoplastit eristetddn lehdesti,
juuresta tai terdlehdestd. Vaiheessa 2 protoplastit vangitaan ldhdelevylle. Vaiheessa 3 protoplastit kuvataan ja
poimitaan soluvalitsijalla. Vaiheessa 4 yksittéiset solut siirretdén kuoppalevylle ja tehddédn LC-MS-analyysi.
Vaiheessa 5 analysoidaan massaspektrometrista saatu data. Kuva on mukailtu avoimen julkaisun artikkelin
”Quantitative Single-Cell Mass Spectrometry Provides a Highly Resolved Analysis of Natural Product
Biosynthesis Partitioning in Plants” kuvasta 2, jonka on julkaissut American Chemical Society, ja jota voidaan
jatkolevittda ja muokata Creative Commons Attribution License 4.0 -lisenssilld (CC BY 4.0). Alkuperdinen kuva
on luoto Biorenderilld (biorender.com). !

3.1 Pintakasitellyt mikroneulat

Pintakésitellyt mikroneulat on kehitetty yksisolumassaspektrometrian tyokaluksi. Naitd
mikroneuloja kiytetiéin yhdisteiden eristimiseen ja analysointiin yksittdisistd soluista.’
Punatalvion alkaloidien tutkimuksessa pintakésiteltyjd mikroneuloja on erityisesti hyodynnetty
vindoliinin ja katarantiinin paikallistamiseen kasvin lehtisolukosta sekd niiden
yhdistymisprosessin tarkasteluun.

Pintakésitellyt mikroneulat valmistetaan késittelemélld ne eri tavoin niiden erottelutehon
ja ionisaatiokyvyn parantamiseksi.’ Ennen pintakisittelyd mikroneulat pestdin vedelld ja
metanolilla. Tdméan jélkeen niille tehdddan korkean ldmpdtilan kasittely (HTT) liekilld 3,0
sekunnin ajan (>1000 °C), jotta mikroneulojen pinta hapettuu. Vahvahappokésittely (SAT)
tehdddn wupottamalla mikroneulat kuningasveteen (seos, jossa on kloorivetyhappoa ja
typpihappoa tilavuussuhteessa 3:1) 1,5 minuutiksi. HTT- ja SAT-késitellyt mikroneulat
puhdistetaan Milli-Q-vedelld (ultrapuhdas vesi) ja metanolilla, minkd jdlkeen ne kuivataan.

HTT- ja SAT-kisittelyn jélkeen mikroneulan siled pinta muuttuu karkeaksi ja huokoiseksi.>



Yksisolundytteenoton jdlkeen pintakésitellyt —mikroneulat voivat toimia suoraan
sdahkosuihkutusionisaatiolla (ESI) emittereind massaspektrometriassa, jolloin saadaan tarkka ja
nopea analyysi soluista eristetyistd metaboliiteista. Tdma tekniikka mahdollistaa reaaliaikaisen
seurannan punatalvion alkaloidien biosynteesisti ja solukohtaisesta jakautumisesta’.

Pintakasiteltyihin mikroneuloihin perustuvan ndytteenoton havaittiin toimivan hyvin
punatalvion yksittiisten solujen analysointiin.> Tulokset osoittivat, etti kasvin lehtien yli- ja
alaosan solut tuottavat eri alkaloideja, siten ettd vindoliini havaittiin ylemmissi
epidermissoluissa ja katarantiini alemmissa epidermissoluissa.

Pintakasitellyilld mikroneuloilla on havaittu olevan potentiaalia analyyttien
adsorboimiseen niytteenoton aikana.? Pintakisiteltyjen mikroneulojen niytteenottotehokkuutta
on verrattu késitteleméttomain mikroneulaan, jolloin tulokset osoittivat, ettd HTT-késitelty
mikroneula lisdsi punatalvion vinblastiinin esiasteiden, katarantiinin ja vindoliinin,
havaittavuutta 4,6-kertaiseksi verrattuna kasitteleméttomédn mikroneulaan. Vield parempi
vaste esiasteiden havaittavuuteen saatiin SAT-késitellyilldi mikroneuloilla, joiden
signaalivahvistus oli 42-kertainen. Pintakédsitellyn mikroneulan huokoinen pinta parantaa
metaboliittien adsorptiokapasiteettia sileddn pintaan verrattuna. Tulokset osoittavat selkeésti,
ettd pintakisiteltyjd mikroneuloja voidaan kayttdd ultra-pienten metaboliittimairien
eristimiseen ja analysointiin.?

Lisdksi on havaittu, ettd mikroneulojen avulla saadaan tarkkoja yksisoluanalyysejd kasvin
eri osista, kuten juuresta, varresta ja lehdistd, ja ne pystyvit havaitsemaan eri solutyyppien
viliset metaboliittierot.> Tutkimuksen tulokset vahvistavat, etti scMS yhdistettyni
pintakdsiteltyihin mikroneuloihin on tehokas menetelmé yksittdisten solujen metaboliittien

tutkimiseen.
3.2 Edut verrattuna perinteisiin menetelmiin

Toisin kuin perinteisissd menetelmisséd, yksisolumassaspektrometrid pystytddn kayttimiin
soluihin, jotka ovat perdisin useista kasvin eri kudoksista (lehti, juuri, varsi ja terdlehti). SCMS
vol my0s tunnistaa ja kvantifioida tarkasti eri metaboliittiluokkia, jopa noin 180 solua/péiva
suorituskyvyllid.! Timi yksisolumassaspektrometriaan perustuva lihestymistapa tarjoaa erittiin
tarkkoja profiileja siitd, miten ja missd luonnonaineet sijaitsevat solukohtaisesti. Yhdistettyni
yksisolusekvensointimenetelmiin se luo entistd paremman perustan geenien l0ytdmiselle,
kasvien metabolisen muokkauksen kehittdmiselle ja luonnonaineiden toimintojen
ymmartamiselle. ScMS-menetelmén etuna on my0s sen kyky analysoida eldvien jarjestelmien

soluja in situ, mikd mahdollistaa reaaliaikaisen seurannan ilman laajaa niytteenvalmistelua.'-



Yksisolumassaspektrometria avaa uusia mahdollisuuksia ymmartdd luonnonaineiden
biosynteesid ja niiden paikallisia ja kvantitatiivisia muutoksia soluissa. Menetelméin avulla
saadaan lisdé tietoa kasvien kemiallisista prosesseista, ja se antaa perustan bioteknologisten
sovellusten, kuten l4ikkeiden tuotannon optimoinnin, kehittdmiselle.! Catharantuhus roseus -
kasvin  tutkimuksessa  yksisolumassaspektrometria on  mahdollistanut  alkaloidien
paikantamisen eri solutyyppeihin, kuten aiemmin on esitelty.

Yksittdissolutekniikoiden etu perinteisiin massamenetelmiin verrattuna on parempi kyky
ymmartdd solujen alaryhmiid ja tutkia ajallisia muutoksia geeniekspressiossa yksittdisissa

soluissa.’

Aiemmissa kasvitutkimuksissa yksittdissolutekniikat ovat mahdollistaneet
harvinaisten tai vaihtelevien solupopulaatioiden tunnistamisen, erityisten solutyyppien tai
-tilojen loytdmisen sekd yksityiskohtaisen paikallisen ja ajallisen geeniekspressiotiedon
tuottamisen. N&@mi yksisolutekniikat ovat edistineet solutyyppien tunnistamista,

ilmentymistrajektorien luomista ja geenien séitelyverkostojen selvittimisti kasveissa.’
3.3 Menetelman haasteet

ScMS on edistinyt kasvitutkimusta, mutta menetelmédlld on edelleen merkittdvid haasteita,
jotka rajoittavat sen laajamittaista kiyttod.” Menetelmin haasteisiin kuuluvat niytteenoton
vaikeudet, datan analysoinnin haasteet sekd teknologian korkeat kustannukset ja
monimutkaisuus. Huolimatta edistysaskelista kasvien yksittdissolu tutkimuksessa on edelleen
merkittivid kasvumahdollisuuksia.’

Naytteenotossa ilmenevd merkittdvd menetelmaéllinen haaste on tiettyjen solujen tehokas
fyysinen eristiminen yksittdissolujen RNA-sekvensointi (scRNA-seq) -teknologialla, silld
osassa soluista on jiykki soluseini, miki vaikeuttaa prosessia.” Titd haastetta on yritetty
ratkaista kehittdmélld wuseita soluseindn pilkkomistekniikoita, mitkd mahdollistavat
protoplastien vapauttamisen eri kasvikudostyypeistd. Téssd ongelmaksi on ilmentynyt se, ettid
soluseindn entsymaattinen tuhoaminen voi aiheuttaa viistdmittomid hiiriditd kasvin
biologisessa jérjestelmissd. Toinen ldhestymistapa tdmédn haasteen ratkaisemiseksi on
yksittdissolujen valmisteluprotokollan optimointi, mikd sisdltdd hienovaraisia menettelyjd,
joilla eristetifin ja uutetaan geneettisti materiaalia yhdesti solusta.” Parempien solujen
erottamistekniikoiden kehittiminen on tarpeen, jotta yksittdissolujen tutkimistekniikoita
voitaisiin kayttdd laajemmin ja estdd myohempi kontaminaatio.

Muita kehitettyjd menetelmid yksittéisten solujen, protoplastien tai tumien eristaimiseksi
kudoksista, solujen liuoksista tai tumaliuoksista eristimiseksi ovat mikro-pipetointi, optiset

pinsetit, mikrofluidiikka, laseravusteinen mikrodissektio (LCM), fluoresenssilla aktivoitu
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solujen lajittelu (FACS). FACS- ja LCM-tekniikat ovat laajasti kdytettyjd, mutta niiden
kiyttaminen voi kuitenkin aiheuttaa paikallista vaurioitumista soluille mekaanisen lajittelun ja
lasersironnan aikana.’ Lisiksi joidenkin fluoresenssimerkintdjen lajittelu niiden menetelmien
avulla on haasteellista.

Toinen huomattava haaste on solujen matala metaboliittipitoisuus ja mittaustehokkuus.’
Yksittdisten solujen metaboliittien midrdt ovat usein hyvin pienid, mikd asettaa haasteita
massaspektrometrian  herkkyydelle ja  kvantifioinnille. = ScMS  perustuu  usein
sdhkdsumutusionisaatioon, jonka tehokkuus voi vaihdella eri yhdisteiden vélilld, ja
matriisivaikutukset voivat vééristdd tuloksia. Lisdksi massaspektrometrin taustamelu ja
mittausvaihtelut voivat vaikuttaa havaittavien yhdisteiden tarkkuuteen.’

Kolmas haaste ilmenee datan analysoinnista, silld yksisoluanalyysit tuottavat suuria méaria
monimutkaista dataa.” Tdmin datan kisittely vaatii kehittyneiti laskennallisia menetelmid.
Esimerkiksi yksisolugenomiikan ja -transkriptomiikan yhdistdminen metabolomiikkaan
edellyttdd monitasoista dataintegraatiota. Lisdksi tdytyy kiinnittdd huomiota datan
normalisointiin ja tekniseen vaihteluun, jotta eri solujen analyysit olisivat vertailukelpoisia.’

Neljds haaste scMS-menetelmidssdé on sen korkeat kustannukset ja tekninen
monimutkaisuus.” Yksisolumassaspektrometria tarvitsee erikoistuneita laitteistoja, kuten
korkean resoluution massaspektrometrejd ja mikrofluidisia jarjestelmid. Mikrofluidiikkaan
perustuvat eristdmisteknologiat tarjoavat suuritehoisia ja korkean tarkkuuden ominaisuuksia,
ne vaativat niytteitd, joissa on matala saastumistaso, mutta ne ovat myds kalliimpia kuin muut
tekniikat.” Lisiksi menetelmiin kiyttd vaatii asiantuntemusta sekii massaspektrometrian etti
bioinformatitkan  alalla, mikd voi rajoittaa  sen  saatavuutta  pienemmissd
tutkimuslaboratorioissa.

Viides haaste tulee mittausten standardoinnin haastavuudesta ja vaikeasta
toistettavuudesta.” Menetelmin toistettavuus voi olla ongelmallinen, silld pienet erot niytteen
valmistuksessa, ionisaatio-olosuhteissa ja analyysimenetelmissd voivat vaikuttaa tuloksiin.
Tahéan vaikuttaa se, ettd scCRNA-seq haaste on solujen paikallisen tiedon menetys kudoksessa
solujen erottamisprosessin aikana.” Tilli hetkelld yksisoluanalyysille ei ole vakiintuneita
protokollia, mikd vaikeuttaa eri tutkimusten vélistd vertailua. Menetelmien standardointi on
edelleen kehitysvaiheessa, ja analyysien vilinen vaihtelu voi vaikeuttaa tulosten vertailtavuutta

eri tutkimusten valilla.
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4 Yksisolumassaspektrometrian sovellukset

ScMS tarjoaa monipuolisia sovelluksia luonnonaineiden biosynteesin tutkimuksessa ja
bioteknologian kehityksessd. Yksi keskeinen sovellusalue on lddkekasvitutkimus ja
liskekehitys.!® Vinblastiini ja vinkristiini ovat merkittivid sydpildikkeitd, mutta niiden
luonnollinen pitoisuus kasvissa on hyvin alhainen.! ScMS mahdollistaa alkaloidien
biosynteesin eri vaiheiden analysoinnin ja optimoinnin, minkd ansiosta pystytddn edistimaan
bioteknologisia menetelmid, kuten metabolista muokkausta ja soluviljelmid, lddkkeiden
tuotannon tehostamiseksi.'

Toinen tirkei sovellus on kasvien puolustusmekanismien tutkimus.? Tulokset osoittivat,
ettd katarantiini ja vindolinii sijaitsevat eri solutyypeissd, mutta niiden sekoittuessa muodostuu
nopeasti anhydrovinblastiinia. Tdméd viittaa siithen, ettd kasvi voi sdddelld bioaktiivisten
alkaloidien tuotantoa vastauksena mekaaniseen stressiin tai saalistajiin. ScMS:n avulla voidaan
tutkia vastaavia mekanismeja muissakin kasvilajeissa ja kehittdd uusia strategioita kasvien
vastustuskyvyn parantamiseksi.

Menetelmdlld on myds potentiaalia bioteknologian ja synteettisen biologian
sovelluksissa.!! Yhdistettyni yksisolugenomiikkaan ja -transkriptomiikkaan scMS voi auttaa
tunnistamaan biosynteesiin liittyvid entsyymejé ja sdételevid tekijoitd. Tama voi mahdollistaa
bioaktiivisten yhdisteiden tuotannon suunnittelun solutehtaissa, kuten mikro-organismeissa tai
soluviljelmisséd, mikéd védhentidisi harvinaisten lddkekasvien tarvetta ja mahdollistaisi kestdvin
lddketuotannon. '

Menetelmdd voidaan lisdksi soveltaa muihin biologisiin jérjestelmiin, kuten mikro-
organismeihin tai eldinsoluihin, joissa solutason metabolinen vaihtelu on keskeinen
tutkimuskohde.? Yksisoluanalyysin avulla voidaan tutkia esimerkiksi sydpésolujen metaboliaa,
bakteerien antibioottiresistenssimekanismeja ja hermosolujen vilittdjdaineiden biosynteesid,
miki tekee menetelmistid monipuolisen tydkalun biotieteiden ja lidketutkimuksen alalla.?

Kokonaisuudessaan yksisolumassaspektrometria tarjoaa uuden tydkalun kasvimetabolian,
ladkekehityksen ja bioteknologian tutkimukseen, avaten uusia mahdollisuuksia bioaktiivisten
yhdisteiden tehokkaampaan hyddyntimiseen ja tuotantoon.'®

Punatalvion alkaloidien, erityisesti vinblastiinin ja vinkristiinin, merkitys syovéan hoidossa
on tehnyt punatalviosta yhden tutkituimmista ldikekasveista.!?> Biosynteettisen reitin, joka
vastaa ndiden monimutkaisten luonnontuotteiden valmistumisesta, I0ytdmiselld ja
muokkaamisella on keskeinen merkitys nédiden arvokkaiden alkaloidien saatavuuden

parantamisessa. ScRNA-seq-datan saatavuus paljastaa, kuinka biosynteettiset elementit
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ilmentyvit tietyissd solutyypeissd. Taméd muuttaa perusteellisesti tapaa, jolla selvitetddn ja
suunnitellaan kasvipohjaisten luonnontuotteiden biosynteettisié reitteji.! Vu et al. ryhmin
tutkimuksessa kaytetty scMS-tyoprosessi on yhteensopiva erilaisten
massaspektrometrialaitteiden kanssa, mikéd tekee menetelmasti helposti kédytettdvin monissa
laboratorioissa.

Yksittdisiin ~ soluihin  kohdistuva  yksittdissolusekvensointi  paljastaa  geneettisen
monimuotoisen heterogeenisyyden eri solujen vililld.” Yksittiissolujen RNA-sekvensoinnin
(scRNA-seq) avulla pystytddn tunnistamaan kasvin erilaisia solutyyppejé ja kehitysvaiheita.
ScRNA-seq on mullistanut transkriptomiikan mahdollistamalla yksittdisten solujen
tunnistamista ja solujen heterogeenisyyden syvillisempdd ymmartdmistd. ScRNA-seq-
teknologia on mahdollistanut jokaisen yksittdisessd solussa olevan transkription
karakterisoinnin korkean lépdisykyvyn transkriptomisekvensoinnin avulla. Kasvitutkimuksissa
scRNA-seq:ta on kéytetty erilaisten kasvikudosten, kuten lehtien, juurien ja varsien

tutkimiseen.’
4.1 Kasvin eri osien yksisoluanalyysi

Vu et al. ryhmin tutkimuksessa selvitettiin punatalvion yksittdisissd soluissa olevien
luonnonaineiden molekyylien pitoisuudet.! Tutkimuksessa tunnistettiin ja kvatifioitiin
yksiselitteisesti 16 eri molekyylid ja niiden pitoisuudet punatalvion lehdistd, juurista ja

' Tutkimuksessa havaittiin, etti luonnostaan

terdlehdistd hyoddyntden scMS-menetelmai.
syntyvi yhdiste, vinblastiini, tuotetaan vain kolmessa lehtisolutyypissa.

Tamin scMS-analyysin pditulos osoitti selvésti, ettd punatalvion eri osat (lehdet, juuret ja
terilehdet) varastoivat metaboliitteja eri tavalla solutyypin tasolla.! Tissd tutkimuksessa
keskityttiin vain 16 yhdisteeseen, jotka edustavat vain pientd osaa punatalvion
luonnontuoteprofiilista. Analyysi osoitti kuitenkin, ettd kaikissa kudoksissa on soluja, jotka
erikoistuvat monoterpeeni-indolialkaloidien kertymiseen. '

Tutkimuksen tuloksista havaittiin, ettd lehtien scMS-data osoitti kolme péddasiallista
solupopulaatiota, jotka vastasivat suurilta osin scRNA-seq-datan tuloksia.! Lisiiksi havaittiin,
ettd osa alkaloideista (esim. katarantiini) kulkeutuivat toiseen solutyyppiin. Yleisesti ottaen
tutkimuksessa huomattiin, etti scRNA-seq-datan ja scMS-datan vertailu viittaa vahvasti
monien aktiivisten solujen vilisten kuljetusprosessien olemassaoloon.! Toistaiseksi
punatalviosta on tunnistettu vain yksi solujen vélinen kuljettajaproteiini, joka vastaa
logaanihapon siirtymisestd IPAP-soluista epidermiksen soluihin. Néin ollen scMS-data ja

scRNA-seq-data luovat pohjan uusien kuljettajaproteiinien 1dytimiselle.!
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Tutkimuksessa kohdennettu scMS-data osoitti, ettd yksittdiset solut voivat kerdtd
poikkeuksellisen korkeita (>100 mM) pitoisuuksia monista luonnontuotteista. Useimpien
korkeisiin pitoisuuksiin kertyvien metaboliittien, kuten sekologaniin ja vindoliinin, ennustetaan
sijaitsevan vakuolissa, miki korostaa timén soluelimen varastointikyky4.!

Alkaloidien biosynteettiset vélituotteet ovat epdvakaita, mutta niité ei havaittu tutkimuksen
scMS-kokeissa.! Sekd kohdennettu etti kohdentamaton massaspektrometria viittasivat
tutkimuksessa siihen, ettd suurin osa alkaloideista kertyy erikoistuneisiin soluihin, jotka
muodostavat vain pienen osan koko solupopulaatiosta. Ladketieteellisesti arvokkain alkaloidi,
vinblastiini, esiintyy mikromolaarisina pitoisuuksina vain pienessi osassa tutkituista soluista.'
Vaikka yksittdissolusekvensointi on nykydan laajalti kiytossd kasveissa, metaboliittien tarkka
rakenteellinen karakterisointi ja kvantifiointi yksittdisissd soluissa on osoittautunut
haastavaksi.!

Cai et al. ryhmin tutkimuksessa analysoitiin punatalvion kasvin eri soluja.> Tulokset
osoittivat, ettd vindoliini ja katarantiini ovat perdisin lehtien yl4- ja alapuolen epidermiksen
soluista. Ni@mi yhdisteet muodostavat sekoittuessaan anhydrovinblastiinia.> Tutkimuksessa
havaittiin, ettd katarantiini ja vindoliini olivat paikallisesti erilldén eri soluissa punatalvion
lehdessd. Liséksi tutkimuksessa havaittiin, ettd kasvin maanpédllisen ja maanalaisen osien
metaboliitit eroavat toisistaan.>

Tadmidn tutkimuksen tuloksena todettiin, ettd pintamuokattu mikroneula voisi toimia
ndytteenottokirkend  yksittdissolujen  metaboliittien  havaitsemisen  parantamiseksi.’
Yksittdissolujen néytteenotto osoitettiin havaitsemalla metaboliitteja eri soluista punatalvion
varresta ja juuresta. Lisdksi analysoitaessa lehtien ylé- ja alaosan soluja, havaittiin, ettd yldosan

solut tuottavat katarantiinia ja alaosan solut puolestaan vindoliinia.>

4.1.1 Lehden ja teralehden yksisoluanalyysi

Vu et al. ryhmén tutkimuksessa kdytetty kromatografiamenetelmé optimoitiin alkaloidien,
iridoidien ja fenyyli-propanoidien luonnonaineiden havaitsemiseen.! Lehtiprotoplastien
analyysissd havaittiin, ettd pieni mééra soluja oli voimakkaasti rikastunut alkaloideilla, kun taas
suuremmassa osassa soluja  kertyi flavonoideja, sekologaniinia ja matalampia
alkaloidipitoisuuksia. Analyysi toistettiin juuri- ja terdlehtiprotoplasteilla, jonka tulokset
osoittivat my®s, etti osa soluista oli erikoistunut alkaloidien kertymiseen.'

Tuloksista havaittiin, ettdi monissa soluissa seurattavien yhdisteiden pitoisuudet olivat
millimolaarisella tasolla. Tutkimuksen perusteella iridoidimonoterpeeni, sekologaniini, oli

selvésti runsain luonnonaine, joka havaittiin koko lehtikudoksessa ja sen pitoisuus vaihteli



14

50-600 mM vilillda. Anhydrovinblastiini oli huomattavasti harvinaisempi lehdissd, ja sen
pitoisuus vaihteli vililli 300 pM — 10 mM pienemmissi mifrissi soluja.! Vinblastiinin
maksimi pitoisuus oli tulosten perustella 100 uM ja se havaittiin vain yhdestd naytteesta.

Tutkimuksessa havaittiin kudostyyppien vélilld suurta vaihtelua kaikkien kvantifioitujen
yhdisteiden pitoisuuksissa.! Lisiksi havaittiin, etti muutamat lehti- ja juurisolut sisilsivit yli
100 mM katarantiinia, vaikka sen maksimipitoisuus liuoksissa on normaalisti noin 20 mM.
Tamd voi johtua siitd, ettd eutektinen liuotin auttaa tiettyjen metabolisten aineiden
liukenemisessa kasveissa.!

Idioblastit ovat harvinainen solutyyppi, mutta ne kerdivit suurimman osan alkaloideista.!
Tamén vuoksi scMS-tiedot korostavat, ettd korkeat alkaloidipitoisuudet, jotka havaitaan
massakudoksessa, johtuvat hyvin harvoista erikoistuneista soluista, jotka sisdltdvét suuria
midrid nditd yhdisteitd. Vaikka geenin ilmentymistiedot osoittavat, ettd katarantiini
syntetisoituu epidermissolussa, se kertyy ldhes tdysin idioblastisoluihin. Tdma viittaa siihen,
ettd on olemassa tehokas kuljetusmekanismi, mikéd kuljettaa katarantiinin epidermissoluilta
idioblastisoluihin.!

Terédlehdistd havaittiin, ettd ne sisdltdvdit kaikkia luonnonaineita, flavonoideja,

antosyaaneja, iridoideja ja alkaloideja.!

Terdlehdistd perdisin olevissa soluissa havaittuja
metaboliitteja tai ndiden metaboliittien biosynteettisid vilimuotoja saatetaan syntetisoida
kukkien kehityksen eri vaiheissa, tai vaihtoehtoisesti ndmé yhdisteet voivat kulkeutua muista
kudoksista.!

Cai et al. ryhmén tutkimuksessa havaittiin katarantiinin ja vindoliinin erilaiset reaktiot,
mitkd viittaavat siihen, ettd yli- ja alaosan epidermiksen soluissa on merkittivii eroja.? Tésti
syystd punatalvion lehtien pinnan solujen suora analyysi olisi parempi tapa ymmairtaa
anhydrovinblastiinin muodostumista lehdissd. Protonoitu katarantiini [6ytyi yldosan
epidermiksen solusta, jossa vindoliinia ei havaittu. Kun lehtien alaosan solujen metaboliitteja
uutettiin, protonoitu vindoliini havaittiin sen sijaan, ettd olisi 10ytynyt katarantiinia. Kun
katarantiini ja vindoliini sekoitetaan, anhydrovinblastiini voi muodostua nopeasti entsyymien
vaikutuksesta. Ndma tulokset osoittavat, ettd pintamuokattu mikroneula voi olla hyddyllinen

yksittiissolujen metaboliittien seuraamisessa.”> Kuvassa 4 on esitetty punatalvion lehden

yksisoluisten metaboliittien massaspektrejé.
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Kuva 4. Punatalvion lehden yksisoluisten metaboliittien massaspektrit: a) yldpinnan solu, b) katarantiinin
MS/MS-spektri, ¢) alapinnan solu, d) vindoliinin MS/MS-spektri, e) koko poikkileikkaus,

f) anhydrovinblastiinin MS/MS-spektri. Kuva on mukailtu Elsevierin luvalla International Journal of Mass
Spectrometry lehden julkaisemasta artikkelista, vol. 473 2022, Shen-Hui Cai, Weini Chen, Dandan Di,
Zi-Cheng Yuan, Ru Jiang, Wei Gao, Bin Hu, ”Probing the Formation of Anhydrovinblastine in Catharanthus
Roseus by Single-Cell Mass Spectrometry” (4) kuvasta 4.2 Copy-right © 2025 Elsevier.

4.1.2 Juuren ja varren yksisoluanalyysi

Vu et al. ryhmén tutkimuksessa vertailtiin scMS-profiileja juuren ja lehtien kudosten valilla.
Kuten lehdisséd, juurissa on solualaryhmid, jotka erikoistuvat alkaloidien kerddmiseen (esim.
katarantiini). Tuloksissa havaittiin juurille spesifinen alkaloidi, hérhammercine.""'? Titi ei
kuitenkaan pystytty kvantifioida tarkasti, mutta pystyttiin varmasti maarittimaan, ettd tima
alkaloidi esiintyy samassa paikassa katarantiinin kanssa. Tamai tukee havaintoa, etti alkaloidit
keriintyvit erikoistuneisiin solutyyppeihin juurissa, kuten lehdissa. !

Cai et al. ryhmién tutkimuksessa kiytettiin hyvéksi mikroneulaa néytteiden ottoon, joissa
havaittiin, ettd puntatalvion varren pintasoluista otetut ndytteet sisélsivdt katarantiinia ja
vindoliinia.> Juuren pintasoluista otetusta niytteestd havaittiin katarantiinia, mutta ei
vindoliinia. Ndméi tulokset vahvistivat, ettd katarantiini jakautuu kasvin maanpééllisiin ja

maanalaisiin osiin, kun taas vindoliini kertyy vain maanpédllisiin osiin. Nadmi tulokset
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osoittivat my0s, ettd metallinen mikroneula voi olla hyddyllinen yksittdissolujen metaboliittien

havaitsemisessa.’
4.2 Kaytettavyys biosynteesin tutkimuksessa

ScMS tarjoaa tehokkaan ja tarkasti kohdennettavan menetelmin kasvien biosynteesireittien
tutkimiseen solutasolla.' Punatalvion alkaloidien biosynteesin analysoinnissa scMS mahdollisti
katarantiinin ja vindoliinin solukohtaisen paikantamisen sekd niiden yhdistymisen
anhydrovinblastiiniksi.

Perinteisiin analyysimenetelmiin verrattuna scMS tarjoaa useita etuja biosynteesin
tutkimuksessa.” Menetelmd mahdollistaa suoran ja reaaliaikaisen analyysin ilman
monimutkaista ndytteen esikdsittelyd, mikd vihentdd analyysiin liittyvid havioitd ja
vadristymid. Yksisolutarkkuus mahdollistaa biosynteesireittien paikallisen jirjestdytymisen
tarkastelun, mika erityisen tirkedd kasveissa, joissa eri solutyypit vastaavat eri biosynteesin
vaiheista.'

Kehitetyt pintakisitellyt mikroneulat paransivat ultra-pienten metaboliittimédrien
eristdimistd, joka mahdollistaa biosynteesivélituotteiden, kuten anhydrovinblastiinin, tarkan
havaitsemisen. Tdméi osoittaa, ettd scMS soveltuu erityisesti luonnonaineiden biosynteesin
kartoitukseen ja voi auttaa tunnistamaan uusia entsyymejd sekd tekijoitd, jotka vaikuttavat
biosynteesin tehokkuuteen.?

ScMS-menetelmin kéytto ei rajoitu vain punatalvion alkaloidien tutkimukseen, vaan silld
on laajempi potentiaali my6s muiden bioaktiivisten yhdisteiden, kuten flavonoidien
terpenoidien ja fenoliyhdisteiden, biosynteesin analysoinnissa.! Lisdksi yhdistettyni
yksisolugenomiikan ja -transkriptomiikan menetelmiin scMS voi edistdd geenien l0ytdmistd ja
metabolisen muokkauksen kehittdmistd, mikd voi johtaa entistd tehokkaampiin l4dékeaineiden
tuotantostrategioihin.!

Menetelmédn avulla pystytddn myos tutkimaan bioaktiivisia molekyylejd eldvissd
jirjestelmissd.! Perinteiset analyysimenetelmit vaativat laajoja niytteenkisittelyvaiheita, jotka
héiritsevét solun luonnollista metaboliaa. ScMS mahdollistaa suoran analyysin yksittdisistd
soluista, sdilyttden solukohtaisen biokemiallisen profiilin, jonka avulla saadaan tarkkaa tietoa

metaboliittien sijainnista ja pitoisuuksista.!

ScMS:n soveltaminen eldvien jérjestelmien
tutkimukseen mahdollistaa my®s biosynteesin seurannan reaaliajassa.! Timin avulla pystytiin
havainnoimaan biosynteesin muutokset eri ympdaristotekijoissd ilman naytteiden késittelya.
Tadmi avaa uusia mahdollisuuksia esimerkiksi kasvien puolustusmekanismien, signaalireittien

ja lddkekasvien tuotannon tutkimuksessa.'
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4.3 Syopalaakkeiden tuotannon optimointi

Syopélddkkeind kéytetyt punatalvion alkaloidit ovat kemiallisesti vaikeasti syntetisoitavissa,
joten niiden toimitusketju perustuu matalatuottoiseen esiasteiden, vindoliinin ja kataraantiinin,
uuttamiseen ja puhdistukseen kasvista.” Puhdistuksen jilkeen ne yhdistetdin teollisessa
mittakaavassa yksinkertaisella in vitro -kemiallisella kytkenndlld ja pelkistyksella.
Yhdysvaltain elintarvike- ja lddkevirasto (FDA) luokitteli vinkristiinin ja vinblastiinin vuonna
2019-2020 ladkkeiksi, joista on pulaa, joten tietoisuus ndiden biosynteesin tuotannollistamisen
tarkeydesti kasvoi.” Vinkristiinid kédytetdin laajasti esimerkiksi kemoterapiassa.’

Vinblastiinin ja vinkristiinin biosynteesireitin syvéllinen ymmaértiminen avaa uusia
mahdollisuuksia syopaladkkeiden tuotannon tehostamiseen. Néiden alkaloidien biosynteesi on
osoitus punatalvion kyvysti tuottaa monimutkaisia ja lidiketieteellisesti arvokkaita yhdisteiti.!
ScMS-menetelmd mahdollistaa alkaloidien tuotannon optimoinnin punatalviosta. Alkaloidien
monimutkainen biosynteesireitti ja alhaiset pitoisuudet punatalviossa tekevit lddkkeistd kalliita
ja hankalasti saatavia.!

ScMS-menetelmilld pystyttiin analysoimaan tarkasti biosynteesin vaiheet, ja ndin
tunnistamaan biosynteesin rajoittavat tekijit. Ndma tunnistamalla pystytdin optimoimaan
entsyymien aktiivisuutta ja ndin tehostaa lddkeaineiden tehokkaampaa tuotantoa kasveissa tai
muokatuissa mikro-organismeissa.'''> Esimerkiksi vinblastiinin biosynteesissd entsyymeji
voidaan ilmentdd tunnistetuissa kohdesoluissa, jolloin lddkkeen saantoa pystytddn
kasvattamaan ilman, ettd kasvin muut metaboliareitit héiriintyvét. Lisdksi scMS-menetelma
mahdollistaa lddkekasvien tutkimisen erilaisissa kasvuolosuhteissa, kuten valon, ravinteiden ja
stressitekijoiden vaikutuksen lddkeaineiden muodostumisessa. Tutkimalla ndiden vaikutuksia
ladkeaineiden tuotantoon, pystytddn kehittdméddn optimaalinen kasvuympdristd ja tehostaa
lisikeaineiden tuotantoa kasvissa ilman kemiallisia synteesiprosesseja. !

ScMS:n mahdollistama tarkka solukohtainen analyysi voi auttaa myds bioteknologisessa
ladketuotannossa kehittimiidn geenimunneltuja kasveja tai mikrobisoluja, jotka pystyvét
tuottamaan suurempia pitoisuuksia syoOpdlddkkeiden esiasteita, kuten vindoliinia tai
katarantiinia.'> Tutkimus esittelee, kuinka esiasteita voidaan tuottaa esimerkiksi hiivojen ja
bakteerien avulla, mikd vihentdisi riippuvuutta kasveista, kuten punatalviosta, joiden
luonnollinen alkaloidien tuotanto on hidasta ja tehotonta.'? Yhdistimilli scMS-menetelmi
muiden yksisoluteknologien (esim. scRNA-seq) kanssa, scMS-menetelmidlld pystytdin
sadtelemddn entistd paremmin biosynteesireittid ja auttaa kehittimidn vield tehokkaampia

tapoja syopiliikkeiden kestiviin ja taloudelliseen tuotantoon.'?
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5 Johtopaatokset

Yksisolumassaspektrometria (scMS) on laajasti hyddynnetty menetelmd punatalvion
(Catharanthus roseus) alkaloidien biosynteesin ja solukohtaisen jakautumisen tutkimuksessa.
ScMS:n avulla on mahdollista saada tarkka ja paikallisesti eritelty kuva alkaloidien
jakautumisesta kasvin eri solutyypeissd, minkd avulla saadaan uutta tietoa luonnontuotteiden
biosynteesin solukohtaisista mekanismeista. Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd vinblastiinin ja
vinkristiinin biosynteesireitti on monimutkainen ja siihen osallistuu monia solutyyppeja.

ScMS-menetelmilld on saatu selville alkaloidien solukohtainen jakautuminen punatalvion
lehtien, juurien ja varren vélilld. Tulokset ovat vahvistaneet, ettd alkaloidien biosynteesireitit
ovat tarkasti sdddeltyjd prosesseja ja paikallisesti jakautuneita.

Syopélddkkeiden tuotannon optimoinnin ndkokulmasta yksisolumassaspektrometria
tarjoaa lupaavan ldhestymistavan tehokkaampien tuotantostrategioiden kehittimiseen, silld
menetelmd mahdollistaa  biosynteesireittien  yksityiskohtaisen tarkastelun ja niiden
tehostamisen. Biosynteesid voidaan tehostaa esimerkiksi mikrobiperdisten
tuotantojirjestelmien avulla. Mikrobien hyddyntdminen voi lisétd vinblastiinin ja vinkristiinin
tuotantotehokkuutta kasvissa sekd vihentdé kasvien viljelyyn liittyvid haasteita.

Yksisolumassaspektrometria on avannut paljon uusia mahdollisuuksia ja etuja, mutta
menetelmédn kehittdmiseen liittyy vield paljon haasteita, kuten analyysien toistettavuus,
herkkyys ja  mittakaavan  laajentaminen. = Menetelmdn  yhdistiminen = muihin
yksisoluteknologioihin, kuten yksisolugenomiikkaan ja -transkriptomiikkaan voisi parantaa
scMS:n sovellettavuutta.

Yksisoluanalyysi, erityisesti scMS, on nopeasti kehittyvd teknologia, joka avaa uusia
mahdollisuuksia biotieteissd, ladketutkimuksessa ja bioteknologiassa. ScMS-menetelmén
tarkkuus ja herkkyys on mahdollistanut solukohtaisen tutkimuksen, mikéd on edistinyt muun
muassa luonnonaineiden biosynteesin, ldikekehityksen ja solutason biokemian tutkimusta'.
Tulevaisuudessa scMS tulee yhd enemmén kéyttoon yhdessd muiden yksisoluteknologioiden
kuten yksisolugenomiikan, -transkriptomiikan ja -proteomiikan kanssa. Tdma mahdollistaa
vield monipuolisemman solukohtaisen analyysin, jossa voidaan yhdistdd geneettinen ja
metaboliittitieto, ja niin tutkia tarkemmin biosynteesireittien siitelymekanismeja.>

Toinen kehityssuunta scMS:ssa on reaaliaikaisen ja in vivo -analyysin parantaminen, silld
tdlla hetkelld scMS usein hajottaa solun analyysia varten. Tulevaisuudessa kehittyneempi

menetelmd voisi mahdollistaa metaboliittien seuraamisen eldvissd soluissa ilman néytteen
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héiriintymist.! Timiin ansiosta pystyttiisiin esimerkiksi tutkia metaboliittimuutoksia kasveissa
stressivasteissa, soludifferentiaatiossa ja kasvien puolustusmekanismeissa.

Yksisoluanalyysin  haasteiden ratkaisemiseksi tarvitaan entistd kehittyneempid
solueristysmenetelmid, herkkid massaspektrometritekniikoita ja parempia laskennallisia
analyysitydkaluja.” Automaatio, tekodlypohjainen data-analyysi ja mikrofluidiset jirjestelmit
voivat tulevaisuudessa parantaa menetelmdn tarkkuutta ja toistettavuutta. Liséksi
yksisoluanalyysin yhdistiminen paikalliseen transkriptomiikkaan voisi auttaa parantamaan
tietoa solukohtaisesta metaboliasta kasveissa ja muissa biologisissa jirjestelmissi.’

ScRNA-seq:n jatkuva kaytto eri kasvilajeissa osoittaa lupaavia nikymii yksittdissolujen
transkriptomiikan tulevalle kiytolle viljelykasveissa, mikd voi vaikuttaa soveltavaan
kasvitutkimukseen ja edistid nykyisten ja tulevien maatalousjérjestelmien kehitysta.’

Yksittdissolujen proteomiikka on nouseva ala, jonka tavoitteena on tunnistaa ja
kvantifioida yksittiisten solujen proteomi. Nididen teknologioiden perusperiaate sisdltdd
yksittdisten solujen eristimisen solukannasta, jonka jilkeen niiden proteiinisiséltd analysoidaan

erilaisten massaspektrometriaan (MS) perustuvien menetelmien avulla.’

Yksittdissolujen
proteomiikan teknologiat ovat erityisen hyddyllisid yksittdisten solujen biologisen
heterogeenisyyden ja proteiiniekspression kuvioiden selvittimisessd, ja niilld on potentiaalisia
sovelluksia syOpétutkimuksessa, regeneratiivisessa lddketieteessd, mikrobiekologiassa ja
muilla aloilla.’

Menetelmdn haasteista huolimatta, scMS on osoittautunut tehokkaaksi menetelmaksi
punatalvion alkaloidien analysoinnissa. Sen avulla voidaan edistdé syopélaakkeiden tuotannon
optimointia  ja  lisdtd ymmérrystd  luonnontuotteiden  biosynteesistd  kasveissa.
Yksisolumassaspektrometrian kéytettidvyys ja tarkkuus tekevat menetelmésti tirkedn tyokalun
kasvimetabolomiikan ja farmaseuttisen tutkimuksen kehittdimisessd. Tulevaisuudessa

menetelmén kehittiminen ja soveltaminen laajemmin kasvimetabolomiikassa voi avata uusia

mahdollisuuksia lddketuotannossa.
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