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SISSEJUHATUS

Bioloogiline keemia (biokeemia) on kiiresti arenev fundamen-
taalteadus. Tema kiire areng ja tadhtsuse kasv tulenevad sellest,
et (1) biokeemia on tuvastanud rea tahtsate bioprotsesside keemi-
lis-molekulaarsed alused (valgu sintees, metabolismi pb6hirajad,
makromolekulide funktsioonid jne.)/ (2) biokeemia osa teiste
meditsiini teadusharude (fisioloogia, Tfarmakoloogia, Tfarmaatsia,
endokrinoloogia jt.) arengus on oluliselt suurenenud, (3) nildis-
biokeemia tase on vdimaldanud asuda biomeditsiini pohi-
probleemide molekulaarsete aluste uurimisele (rakkude diferent-
seerumine, kantserogenees, narvitegevus, immuunsus, méalu, bio-
membraanide funktsioneerimine, parilikud haigused jne.).

Kiirelt arenevaid fundamentaalteadusi iseloomustab terminite
ja faktide tulv. See loob vajaduse selekteerida valja olulised
Gldistused (p6hitded), mis on haddavajalikud biokeemia efektiiv-
seks integreerumiseks teiste teadusharudega ning meditsiini-
ilidpilastele kvaliteetse baashariduse andmiseks. Taoliste pdhi-
tddede omandamine loob ka kindla baasi biokeemia teadmiste raken-
damiseks tulevase meediku praktilises tegevuses ning garanteerib
uute teaduskontseptsioonide siusteemse vastuvotu. Koigele sellele
pitabki ké&esolev raamat kaasa aidata.



BIOMOLEKULID

BIOKEEMIA MGISTE, OBJEKT JA POHISUUNAD

Biokeemia uurib elutegevuse molekulaarseid aluseid. Biokeemia on
seega teadus elava keemilisest koostisest, koostisosade muundu-
mistest ja nende muundumiste seostest elusorganismide struktuu-
ride spetsiifiliste funktsioonidega. Jarelikult hdolmab uldine
biokeemia jargmisi pohisuundi: 1) staatiline biokeemia (SB)-
uurib elava komponentide ehitust ja omadusi, 2) dunaamiline
biokeemia(DB)- uurib mahukaima suunana metabolismi ja energia-
vahetust organismides, 3) Tunktsionaalne biokeemia (FB)- uurib
biomolekulide ja nende muundumiste seoseid fusioloogiliste funkt-
sioonidega. Loomulikult on need suunad labipdimunud.

Biokeemia pohisuundade individuaalses arengus vdib tingli-
kult eristada etappe, mis SB puhul oleksid jargmised:
I ORGAANILISTE UHENDITE ISOLEERIMINE JA ESMASSUNTEES.
1770-86 Scheele - glitserooli ja orgaaniliste hapete isoleerimine
1828 Woéhler - karbamiidi siintees anorgaanilistest Uhenditest.
See lukkas uUmber vitalismi, mis vaitis, et organismis olevaid
orgaanilisi Uhendeid toodab mingi jumalik eluj6ud "vis vitalis"
Il ALGAS MAKROMOLEKULIDE ISOLEERIMINE JA PUHASTAMINE.
1890 Hofmeister - esimene kristalne valk (muna albumiin)
1926 Sumner - esimene kristalne ensitum (ureaas)
11l BIOPOLUMEERIDE EHITUSE SELGITAMINE JA NENDE SUNTEES. Saavu-
tused rajanevad eeskatt korgselektiivsete meetodite (ultratsent-
rifuugimine,kromatograafia jt.) ning arvutitehnika arengul.
1951 L.Pauling - valgu sekundaarstruktuuri pohitiup (a-heeliks)
1943-53 Sanger - insuliini primaarstruktuur
1953 Watson, Crick, Wilkins - DNA kaksikspiraal (kaksikheeliks)
1957 Ochoa - RNA enstmaatiline siintees
1967 Kornberg - bioaktiivse DNA ensimaatiline silntees.
1985 Shull jt.,Kawakami jt. - Na-pumba primaarstruktuur.

DB tekkis SB ja fusioloogilise keemia arengu podimumise
tulemusena ning siin vdiks eristada jJargmisi arenguetappe.
I BIOLOOGILISE OKSUDATSIOONI ESMASUURIMUSED.



1770-74 Priestly - avastas hapniku ja naitas, et loomad neelavad,
aga taimed eritavad hapnikku

1780-89 Lavoisier - toidu "pOlemine”  organismis annab vett, CO02
ja soojust nagu tema organismivaline pdletaminegi

Il KAARIMISPROTSESSI SEADUSPARASUSTE NING BIOKATALUSAATORITE
(ENSUUMIDE) AVASTAMINE (vt. ensiimid).

111 METABOOLSETE RADADE AVASTAMISE ALGUS (Neuberg - termin "bio-
keemia™ 1903.a&a) .

1905 Knoop - avastas rasvhapete B- okstdatsiooni

1931 Engelhardt - hingamine ja ATP sintees on omavahel seotud
1933 Krebs, Henseleit - ornitiinitsiukkel (karbamiidi biosintees)

1937 Krebs - Krebsi-tsiukkel (tsitraaditsikkel, trikarboksililha-
pete tsikkel) .
1937 Braunstein, Kritzman - avastasid aminohapete transamiinimise

1955-60 Metaboolsete skeemide koostamise algus
IV ALGASID FUNDAMENTAALSED TOOD BIOSUNTEESI (VALGUD, NUKLEIIN-
HAPPED), METABOLISMI REGULATSIOONI JA ENERGIAVAHETUSE ALAL.
1939-41 Lipmann - ATP keskne roll raku energeetilises tsiklis
1947-50 Lipmann,Kaplan - koensiim A iseloomustamine
1952-54 Zamenick jt. - ribosoomide avastamine (valgusintees)
1961 Nirenberg,0choa - geneetilise koodi tdestus
1961 Monod,Jacob,Changeux, Pardue - allosteerilise regulatsiooni
pdhiprintsiibid
1957-65 Sutherland - tsuklilistel nukleotiididel on sekundaarsete
ulekandjate roll hormoonide toimemehhanismis
1975-76 Kohler, Milstein - monoklonaalsete antikehade saamine

FB tinglikud arenguetapid oleksid jargmised:
I ESMASTOENDID FUSIOLOOGILISTE FUNKTSIOONIDE JA UHENDITE MUUNDU-
MISTE VAHELISTE SEOSTE KOHTA.
1850-60 C.Bernard - 1V ajuvatsakese pbGhja mehhaanilisel arritami-
sel eraldub maksa glikogeenist verre glikoos, st. narvisusteenmi
erutuvus ja keemiline reaktsioon on seotud
1892-96 Pavlov,Nencki - varativeeni ja alumise 00nesveeni vahe-
lise fistuli abil naitasid, et maksast méddajuhitud ammoniaak on
toksiline KNS-le ja tema detoksikatsioon toimub maksas
Il SEOSTE AVASTAMINE FUSIOLOOGILISE FUNKTSIOONI JA KONKREETSETE



MOLEKULIDE EHITUSE NING ULESANNETE VAHEL.

1939-42 Engelhardt,Ljubimova- miosiin on nii lihaste kontrak-
tiilne kui ka enstUmaatiline valk, mis vdimaldab ATP energiat
kasutada lihaskontraktsiooniks

111 (niGdisaegne) FUSIOLOOGILISTE FUNKTSIOONIDE AVALDUMISEGA SEO-
TUD KASKAADSETE MEHHANISMIDE AVASTAMINE.

1957-65 Sutherland - hormoonide toimemehhanism CAMP vahendusel

Biokeemia kui fundamentaalteadus kujunes valja fisioloogia
ja orgaanilise keemia pdimunud arengu resultaadina (vt. skeem).

FUSIOLOOGIA (Bioloogia,Meditsiin) ORGAANILINE KEEMIA (Fuusika)

Fusioloogiliste funktsioonide Elavates objektides olevate

seostamine keemiliste muutus- keemiliste idhendite iseloo-

tega organismides mustamine ja organismivaline
sintees

Fusioloogiline keemia (19 saj. keskel)

Bioorgaaniline Molekulaarbioloogia Meditsiiniline biokeemia
keemia

Uurimisobjekti metabolismi 1isedrasuste (ndit. fotosinteesivdime
jne.) alusel kasutatakse termineid inimese- ja loomabiokeemia,
taimebiokeemia ja mikroobibiokeemia. Kitsale rakenduslikule
aspektile viitavad mbisted meditsiiniline (kliiniline) biokeenmia,
farmatseutiline biokeemia jt. Kdigi nende harude baasiks on aga
kaasaegne uldine biokeemia oma pd6hiseisukohtadega.

Uldise biokeemia pdhisuundade seostunud areng viis véalja
selle teadusharu nuldisaegsete spetsiifiliste suundade tekkele.
Bioorgaaniline keemia uurib elutegevuse keemilis-flusikalisi
aluseid biomolekulide tasemel ( alguseks 20 saj. 70-d aastad).
Molekulaarbioloogia (tekkis 20 saj. 50-1 aastatel) tegeleb bio-
polimeeride (eeskatt nukleiinhapped) struktuuri ja funktsioneeri-



mise, st. biofunktsioonide molekulaarsete aluste uurimisega.
Niudisaegne molekulaarbioloogia tegeleb ka geneetilise infor-
matsiooni Ulekandemehhanismide slvauurimisega (molekulaargeneeti-
ka) ja geenide 1isoleerimise ning kasutamisega fundamentaalsetel
ja rakenduslikel eesmarkidel (insenergeneetika, biotehnoloogia).

Meditsiiniline (kliiniline) biokeemia on SB, DB ja eriti FB
arengu resultaat. Meditsiiniline biokeemia kasutab biokeemiat nii
teoreetilistel kui ka rakenduslikel eesméarkidel. Esimesel juhul
on biokeemia Ulesandeks raku ehituskomponentide koosseisu, ehi-
tuse ning funktsioonide iseloomustamine molekulaartasemel ning
selle info seostamine organismi normaalse ja patoloogilise sei-
sundiga. Biokeemia praktiline t&htsus seisneb eeskatt jJargmises:
1) haiguste patogeneesi molekulaarsete mehhanismide tuvastamine;
2) haiguste diagnostika ja kulu jalgimine biovedelike ning kudede
keemilis-ensimaatiliste muutuste alusel; 3) ravi (ndit. ensimo-
ja kemoteraapia) teadusliku baasi loomine; 4) uute ravimite efek-
tiitvsuse ja toksilisuse hindamine nende metabolismi, toime- ja
detoksikatsioonimehhanismide detailse tuvastamise alusel (Famat-
seutiline biokeemia); 5) tervisliku toitumise pdhimdtete valja
téotamine organismi erinevate seisundite ja arengustaadiumite
jaoks; 6) biokeemia uusimate fundamentaalsete kontseptsioonide ja
meetodite rakendamine kliinilises té6s.

RAKU STRUKTUURNE ORGANISATSIOON

Raku koostemolekulid mddravad tema konkreetse struktuurse organi-
satsiooni. Kuna viimane on aluseks raku funktsioonidele, on raku
koostisosade 1igakiulgne tundmine esmajargulise tdhtsusega.
BIOELEMENDID. 27 elementi on hadavajalikud elava erinevate
vormide elutegevuseks (@ioelemendid). NB! KO6ik 27 el pruugi esi-
neda koéigis organismides ja lUldse on elavast leitud lGle 70 ele-
mendi. Keskne bioelement on silsinik, kuna: 1) ainult C aatomite
vahel tekib stabiilne kovalentne side (C-C); 2) side C-C ning C
ja teiste bioelementide (0,N,S) vahelised sidemed on aluseks
funktsionaalsete rihmade (NB! (hendite) rohkusele; 3) C "tet-
raeedrilisus”™ on aluseks orgaaniliste molekulide konformatsiooni-



dele.

Ligikaudu 99% inimorganismi bioelementide hulgast moodusta-
vad H, C, 0, N (vastavalt 62, 26, 10 ja 2%). Nende evolut-
siooniline "eelistatus” biofunktsioonide taitmiseks tuleneb
sellest, et: 1) nad annavad kergesti kovalentseid sidemeid
valimise elektronkihi isedrasuste tottu; 2) nende vdime moodusta-
da kaksiksidemeid (0,C,N) vdi kolmiksidemeid (C) loob Uhendite
tohutu mitmekesisuse; 3) neist moodustunud anorgaanilised Uhen-
did on veeslahustuvad ja elutegevuses utiliseeritavad (C02, NH3).

Bioelemente rihmitatakse tavaliselt jargmiselt:

1. Orgaanilistes molekulides aatomitena esinevad bioelemendid (H,
C,0,N,P,S). 2. Organismis ioonidena funktsioneerivad bioelemendid
(Ca2+,Na+,K+,Mg2+,C1“). 3. Mikroelemendid (Fe, Cu, Zn, Mn, Go, I ,Mo, V,
Ni,F,Cr,Se,Si,Sn,B,As). Levinud on ka jaotamine vastavalt sisal-
dusele. 1) makrobiogeensed e. pohielemendid (organismis uUle 1%)-
H,C,0,N,Ca2+,P: 2) oligobiogeensed (0,1-1,0%) - Na+,S,K+,CI",
Mg2+,Fe; 3) mikrobiogeensed (alla 0,1%) - Mn, Co, Cu, Zn, F,B,I;
4) ultramikrobiogeensed (alla 0,0001%) - Mo,V,Ni,Cr,Se,Si,Sn, As.

Rakkude (kudede) TFunktsioonidest tulenevalt on bioelementide
jaotus neis erinev (luukude -Ca,P; hambad - F; kilpndare - 1I;
pankreas - Zn; maks - Cu; eriutrotsuudid - Fe; mitokondrid - Se
jne.). Kuna merevesi oli elusorganismide tekkimise keskkonnaks,
siis on peaaegu kdigi enamsisalduvate elementide sisaldus inimese
vereplasmas ja merevees praktiliselt samasugune ( evolutsioon!).
BIOMOLEKULID. Keskmine molekulaarkoostis on toodud alljargnevalt.

INIMORGANISM (70 kg) RAKK
ANORGAANILISED Sisaldus®) Kaal(kg) Sisaldus (%) Molekule DNA

molekuli kohta

Vesi 60 42 75 120 000 000
Mineraalained 5 3,5 1/4 70 000
ORGAANI L ISED

Valgud 18 13 15 750
Sisivesikud 08 0,6 2 2500
Lipiidid 15 10 s 4 7000
Nukleiinhapped 08 0,6 0, 94 45 (RNA)
Ulejadanud 08 0, 6 0,35 450 000

10



Anorgaanilised ained n

Vesi. Molekuli polaarsusest (dipool, tulenevalt on vee-
molekulid liitunud, vahemalt viiemolekulilisteks assotsiaa-
tideks. Assotsieeritus annab veele, vdrreldes teiste vedelikega,

rea unikaalseid omadusi (tal on suhteliselt kdrge pindpinevus,

kiImumistemperatuur, keemistemperatuur, polaarsus, soojusmahtuvus
jne). Seetdttu on vesi organismis eluks sobivatel temperatuuridel
vedelas olekus ning taidab jargmisi biofunktsioone:

H 1) biomolekulide ja ioonide lahusti ja stabi-~.

lisaator (hidraatkiht) ; 2) termoreaulaator

,0 H (organismis soojuse sailitamine, jJaotamine ja

H / H H ja &raandmine); 3) energiadoonor e. elektro-
\) o \/ nide doonor fotosiinteesil; 4) hidroluutiline
H/ ’h*H/ \ b (kataboolne) funktsioon (teiseks substraadiks

sidemete hudroliusil); 5 transpordifunktsioon (toitainete trans-
port taimedes); 6) ehituslik funktsioon (ndit. biomembraanide
koostises); 7) anaboolne funktsioon (mitmetes biosinteesides (ks
vajalikest substraatidest); 8) mehhaaniline funktsioon (rakusi-
sese rOohu ja rakkude vormi/ kuju sailitamine, turgor).
Mineraalained. Esinevad organismides ioonidena (v.a. suur osa Ca-
ja P-iUhendeid) ning jaotuvad erinevalt raku (rohkesti K+,Mg2+,
HPO~-) ja rakuvalise keskkonna (rohkesti Na+, Cl-, HCO~) vahel.
Koiki organisme iseloomustab teatud pdhiioonide (Nat, K+, Ca2+)
kontsentratsiooni gradient raku ja rakuvalise keskkonna vahel
(vt. tabel). Gradiendi (erinevuse) tekke tingimuseks on plasma-
membraani valikuline labitavus 1ioonidele. Elusrakku iseloomustab
ka isoosmootsus, s.t. rakus ja rakuvadlises keskkonnas on vdrdne
osmootse rdhu nivoo. Kui rakus muutub i1oonne koosseis, toimub
veemolekulide transmembraanne Umberpaigutumine uue osmootse ro6hu
kujunemisega.

Mineraalainete (ioonide) tahtsamad funktsioonid on:
1)ehitus-funktsionaalne- kofaktorina mitmetes ensilmides; 2)bio-
elektriline- ioonsed gradiendid loovad rakus puhkepotentsiaali
(plasmamembraani sisepind laadub negatiivselt vadlispinna suhtes),
mis on aluseks narvi- ja lihaskoerakkude elektrofisioloogilistele
funktsioonidele; 3) osmootne- ioonne koostis reguleerib osmootset

11



RAKK RAKUVALINE KESKKOND VEREPLASMA

KATIOONID (mmool/1)

150 4,1 4,2
12 140 140
4,5 3,5 5
22 2 2
/
ANTOONID (mmool/1)
120 106
27 26
40 1/5 1/5
12 0,9 0,8
Orgaanilised happed 7,5 5 5
Valgud- 30 0,8 13

rohku; 4) reaulatoorne- mitmete hormoonide toimemehhanismis osa-
levad 1i1oonid; 5) transpordi- raud osaleb hapniku sidumises ja
transpordis hemoglobiini poolt; 6) ehituslik-mehhaaniline- luukoe
mehhaaniline tugevus tuleneb kaltsiumfosfaadist ja hudroksu-
apatiidist; 8) detoksikatsiooni- sulfaatide vajalikkus kseno-
biootikumide detoksikatsioonil.

S6ltuvalt raadiusest v0@ib 1i1oon paigutuda vee assotsiaati-
desse Jja muuta vee struktuursust (nait. Na+ muudab, K+ ei muuda).
Ldhedase raadiusega ja sarnaste omadustega ioonid saavad teine-
teist vahesel mé&aral asendada (vanaadium molibdeeni, koobalt
rauda, strontsium kaltsiumi, liitium kaaliumi).

Orgaanilised ained.

Organismis (rakus) esinevaid orgaanilisi aineid vdib kdiki nime-
tada biomolekulideks. Tegelikult kasutatakse jargmist tinali kkn
jaotamist: 1) Hihtsad biomolekulid - véikesed orgaanilised
molekulid; nende pdhiesindajad on molekulid-ehitusiksused; 2)
oligomeersed biomolekulid - koosnevad mitmest ehitusliksusest
(ndit. di- ja oligonukleotiidid, oligosahhariidid jne.); 3) bio-
makromolekulid e. makromolekulid- (nukleiinhapped, valgud jne.).



Lihtsaid biomolekule iseloomustab: 1) nad on ehitusiuksused suure-
mate molekulide jaoks; 2) konformatsioon (ruumiline kolme-
mddtmeline kuju); 3) stpreoisomeersus (konfiguratsioonilisus);
4) nende vastastikuse toime alus teiste molekulidega on komple-
mentaarsus; 5) mitraak&aisua.

Ehitusuksused. Lihtsate biomolekulide {Ghinemisel moodustu-
vad suuremad orgaanilised molekulid. Polimerisatsiooni puhul
moodustub makromolekul (vt. vastav teema).

Konformatsioon ja stereoisomeersus. Mdolemad tulenevad ees-
katt C aatomi tetraeedrilisusest. Enamik biomolekule on stereo-
isomeersed. Peegelisomeersete stereoisomeeride konfiguratsiooni-
lise etalonina vaadeldakse glitseeraldehtudi molekuli.

HCO HCO HCO HCO
sebfH HCYog
CVhOH ChifcOH CHtOH CIVOH
L-glutseeraldehuud ((L-isomeer) D—glutseeraldehuiud (D-isomeer)
(M-asummeetriline sidsinik

Skeemil esitatud molekulid on peegelisomeerid (hiraalsed mo-
lekulid, enantiomeerid). Uldbiokeemiliselt on see oluline pdh-
jusel, et kuna ensitlimide molekulid on ka hiraalsed, siis on
biosiunteesid organismis reeglina stereospetsiifilised, s.t.
sinteesil kasutatakse substraadi vastavat isomeeri.

Komplementaarsus (ruumiline vastavus-sobivus). Tuleneb bio-
molekulide konformatsioonist (ruumilisest struktuurist) jJja ka
stereoisomeersusest. Nii peavad n&ait. ensuumi- ja substraadimo-
lekul olema komplementaarsed,s.t. ensiimi aktiivtsentri ja subst-
raadi ,ruumilised parameetrid peavad sobima seostumiseks.

Mitmekesisus. Tuleneb funktsionaalsetest gruppidest (vt.
tuldploetelu). Paljud biomolekulid on polufunktsionaalsed.
-OH (hidrokstul-, alkoholid) -CHO (aldehiud-, aldehtidid)
>C=0 (karboniuul-, ketoonid) -COOH (karboksiuul-, karboonhapped)
-NH2 (amino-, amiinid) NH2

-A=0 (amido-, amiidid)

-SH (tiool- e. sulfhidraal-, tioolid)
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-C=0 (“"ester-", estrid) -S - S- (disulfiid-, disulfiidid)
-O - (eeter-, eetrid) OH
-0-P-0H e. -(?)(fosfaat-, fosfaadid)

HT

-N-C-NH, (guanidiin-) OH

(imidasool-) (fendadl-)

VAIKESED JA SUURED ORQAANILISED MOLEKULID

Ehitusiksustena tuntud lihtsate biomolekulide (aminohapped/
monoosid, rasvhapped ja nukleotiidid) tulpnaited on:
AMINOHAPPED-(valkude ehitusiksused)

QOO0H
HON- <=3 ™ R = radikaal, mille poolest Uks a- aminohape
r teistest erineb

MONOOSID (poliooside ehitusiksused; pohiliselt glikoos)

RASVHAPPED 5 GLUTSEROOL (enamiku lipiidide ehitusiuksused)

HAC- (CH2)14-COOH palmitiinhape 1 H.C-OH
H3C-(CH2)16-CO0H steariinhape 2 I-II_(!—OH glitserool
H3C- (CH2)7-CH=CH- (CH2)7-COOH oleiinhape 3 H C[OH
NUKLEOTRIDID (nhukleiinhapete ehitusiksused)

parimidiinalus puriinalus

W-ALUS
parimidiin-

M purnn-
®0?Vﬂ r nukleotiid

nukleotiid
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Ehitusiksusfe (monomeeride) polimerisatsioonil moodustuvad kova-
lentsete sidemete abil makromolekulid.

pepti idside
Valk”

(monomeeriks aminohape)
gliukosiidside

{~(tuupiline hargne-

miskoht)
RNA, polunukleotii d
0 r V . (monomeeriks nukleotiid)
t Dolioos (monomeeriks monoos)

glukosi i1dside

Biopolimeeride skemaatiline primaarstruktuur
ELAVA JA ELUTU POHIERINEVUSED. RAKU ULDEHITUS

Elav mateeria erineb elutust jargmiste pdhitunnuste poolest: 1)
enese tapne taastootmine (unikaalseim omadus) ; 2) valiskeskkonna
energia vastuvotmise ja biofunktsioonideks kasutamise-muundamise
voime. NB! Ldppkokkuvdottes parineb eluks vajalik energia
paikeselt, kuigi paljud organismid kasutavad orgaaniliste moleku-
lide energiat. Elusorganismid alluvad termodunaamika seadustele,
kusjuures nende "antientroopsus” rajaneb véaliskeskkonnal. Vdttes
sealt "kasulikku"™ energiat oma struktuurse korrastatuse tagami-
seks, tdstavad nad soojuse eraldamisega valiskeskkonda selle
entroopiat. 3) elusorganismi i1ga molekulaarne komponent taidab
vahemalt uht funktsiooni: mida lihtsam on biomolekul, seda enam
on tal erinevaid funktsioone (ndit. aminohapped on valkude
monomeerideks, energiasubstraatideks, teatud hormoonide, mediaa-
torite, alkaloidide eeliuhendeiks; nukleotiidid on nukleiinhapete
monomeerideks, koensiUumide komponentideks, energia akumuleerija-
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teks ja llekandjateks); 4) molekulaarse organisatsiooni tasemeU-
sus (vt. allpool); 5 ehituse keerukus ja iIndividuaalsete makro-
molekulide rohkus. NB! see tagatakse aga vaikese hulga lihtsate
ehituskomponentide abil. Nii on kogu maakera elusorganismides
ligikaudu 1010-1012 individuaalset valku (inimeses umbes 50000)
ja 1010 nukleiinhapet, mis luuakse vastavalt 20 aminohappest ja 5
pohinukleotiidist. See viitab ka elusorganismide Uhtsele
paritolule.

RAKU EHITUSE TASEMELISUS. Raku ja tema komponentide Kkujunemist
illustreerib struktuurse organisatsiooni teatud "tasemelt tase-

mele (dleminek" (vt. skeem). Sealjuures kehtivad teatud po6hi-
Biomolekul ide CCL Ho0 NO Mineraalained
eeluhendid
Metaboliidid Riboos -5- P a-ketohapped Piruvaat Atsetaat
Karbamouul- P Malaat Malonaat
Biomolekulid NUKLEJTIIDID AMINOHAPPED MON!OSID RASVHAPPED
I 1 | GLUTSEROOL
Makromolekulid NUKLEIINHAPPED VALGUD  POLU0OSID LIPIIDID
Supramolekulaar- Biomembraanid, Ribosoomid, Mikrotorukesed,
sed kompleksid Kromatiin
1
Organellid Mitokondrid, Rakutuum, Kloroplastid, Endoplas-

maatiline retiikulum, Golgi kompleks

RAKK
funktsionaalsed makromolekulid

printsiibid: 1) makromolekulide ehitusiksused seostuvad kovalent-
sete sidemete abil, makromolekulidest kbOrgemad tasemed luuakse
ndrkade sidemete abil; 2) makromolekulide primaarstruktuur
kannab "‘baasinfot’®™ kdrgemate struktuursete tasemete kujunemiseks:
3) komplementaarsus (vt. biomolekulid) on makromolekulide, orga-
nellide (sisuliselt ka rakkude) assambleerumise aluseks. Téanu
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komplementaarsusele (aga ka "seostumisprintsiibile™ - no6rgad
sidemed komponentide vahel) formeeruvad spontaanse "kokkupakki-
mise" abil terviksilsteemid/kompleksid (ndit. subilhikutest for-
meerub valgumolekul, Uksikensiumidest multienstuiumkompleks, nii
formeeruvad ka biomembraanid jne.).

RAKU ULDISTATUD EHITUS. Elusrakk peab omama: 1) sisteemi energia
tootmiseks-salvestamiseks, 2) parilikkuseaparaati, 3) membraanide
sisteemi Dbiokeemiliste protsesside toimumiseks vajalikus ruumi-
lises eraldatuses (kompartmentalisatsioon) ja 4) regulatsiooni-
siisteeme. Nende tingimuste olemasolul on rakk véimeline teatud
eneseregulatsiooniks, aga ka taastootmiseks ja oma komponentide
spontaanseks "kokkupakkimiseks"™, s.t. rakk on sel juhul elava
mateeria lihtsaim ehituslik-funktsionaalne uUksus.

Plasmamembraan. See on lipiidne kaksikkiht, milles paikneb roh-
kesti transmembraanseid ja lokaalseid valke (pumbad,ulekandjad,
retseptorid). Plasmamembraan on valikuline difusioonibarjaar, ta
tagab ioonide ja metaboliitide passiivse ja aktiivse transpordi
ning raku elektrofusioloogilised talitlused. Tuumaimbris. Koosneb
valis- ja sisemembraanist ning uUmbritseb tuumamaterjali (tuumake,
kromatiin, karitoplasma). Omab poore, mille kaudu liiguvad RNA ja
valgud. Tuumakeses sinteesitakse rRNA ning siin toimuvad ribosoo-
mide siunteesi algetapid. Kromatiin on kromosoomide koostisaine,
mis koosneb DNA, RNA ja spetsiifilistest valkudest ning on
otseses seoses DNA replikatsiooni, mRNA ja tRNA sinteesiga.
Mitokondrid. Neid on rakus ligikaudu 1000. Omavad valismembraani,
tugevalt 1liigendatud (kristad) sisemembraani ning geelitaolist
sisu (maatriks). Mitokondrites toimub metaboliitide I16plik
Idhustumine, mistdttu neis toodetakse enamik rakule vajalikku
ATP. Mitokondrites on vahesel maaral RNA, DNA ja ribosoome. See
DNA on vajalik teatud spetsiifiliste sisemembraani valkude ko-
deerimiseks. Endoplasmaatiline retiikulum (EPR). Membraaniga
umbritsetud kanalikeste vdrgustik rakuplasmas, mis kohati Ghildub
Golgi kompleksi ja plasmamembraaniga. EPR kanalikeste sisemust
nim. tsisternideks. EPR Udldfunktsioon on ainete transport raku
kompartmentide vahel. Siledapinnalises EPR-s toimub ka kseno-
biootikumide detoksikatsioon, fosfolipiidide, prostaglandiinide
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ja steroidide biosuntees. Lihaskoe rakkude puhul ka kaltsiumi
reabsorptsioon lihaste 16dgastumisel. Karedapinnaline (tema
valispinnal lokaliseeruvad ribosoomid) EPR on seotud valgu
slinteesiga. Ribosoomidel sinteesitud valgud satuvad tsisterni
desse ning transporditakse raku koiupartmentidesse. Golgi kom-
pleks. Membraaniga Umbritsetud, 1liigendatud sisemusega pdiekesed
(nim. ka Golgi aparaadiks), mis taidavad EPR-st saabunud valkude,
lipiidide, slsivesikute kogumis(sailitamis)- ja transpordifunkts-
iooni. Siin pannakse kokku ka Iliitvalgud glukoproteiinid, s.t.
valgulisele osale liidetakse susivesikuline komponent. Golgi
kompleksi pOiekesed Uhilduvad plasmamembraaniga, mistdttu nende
kaudu viiakse membraani véalispinnale (eksotsiutoos) teatud kompo-
nente (nait. lokaalseid membraanseid valke). LUsosoomid. Membraa-
niga Umbritsetud pdiekesed (rakus Iligikaudu 250), kus toimub
mittevajalike ("vananenud”) makromolekulide ja teiste biomoleku-
lide hidrolutus. Osalevad ka fagotsutoosis. Nende marker-ensuidm on
happeline fosfataas. Neis on leitud ile 60 ensuumi (hidrolaasid,
okslidaasid). Peroksusoomid. Membraaniga Umbritsetud pdiekesed
(mikrokehakesed), mis sisaldavad ensilime (katalaas jt.) rakus
tekkiva toksilise H202 Idhustamiseks. Rakus on peroksisoome
ligikaudu 500. Mikrotorukesed,Mikrofibrallid. Mikrofibrillid on
niitjad moodustised, mikrotorukesed aga torujad. Esimesi on mitut
liiki ja kbige peenemad neist on identsed peenikeste aktiininii-
tidega lihaskoe rakkudes. Mikrotorukesed tekivad glukoproteiinse
valgu (tubuliini) spontaanse kokkupakkimise teel. Mikrofibril-
lidest ja tOrukestest moodustub raku tsitoskelett, mis on
ihildunud plasmamembraaniga. Seetdttu takistab ta raku mahu
jarske muutusi ja plasmamembraani fosfolipiididel vdtmast selli-
seid lokaalseid struktuure, mis "I06huksid"” lipiidset kaksikkihti.
Tslitoskelett ei ole jaik sisteem, kuna mikrotorukeste teke ja
lammutumine on dinaamiline koordineeritud protsess. Mikrotoru-
kesed on seotud ka mitoosiga. Tsitoplasm™.. See on raku vedel
keskkond, milles lokaliseeruvad gliukogeeni sintetaas (siintaas),
glikogeeni fosforilaas, aga ka glikollilsi, aminohapete katabolis-
mi ja anabolismi ning rasvhapete sunteesi ensiiumid.

Lisagem, et peale lGlalnimetatud komponentide 1iseloomustab
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taimerakke: 1) homo- (peamiselt tselluloos) ja heteropolioosidest
koosnev tugev rakukest/ millel on sisuliselt ehitus-kaitsefunkt-
sioon; 2) plastiidide (nait. kloroplastid) ning suurte vakuoolide
(sisaldavad rakumahla) olemasolu. Prokartuootsetes rakkudes puudu-
vad tuum, mitokondrid ja EPR.

AMINOHAPPED

Aminohapped (AH) on karboksiulhapete derivaadid, mis sisaldavad
vahemalt 0Ohte amino- ja karboksulUlrihma. Elavast leitud aminoha-
petest (umbes 200; 1inimorganismis umbes 60) suurem osa on a-AH,
mida iseloomustab Uldvalem (NB! L-stereomeer):

COOH (a-karboksuilrihm)
h2n - C,- H

(a- aminoruhm) R (konkreetse AH radikaal)

CB, Gy jne juures olev aminortuhm viitab RB-, y jne AH-le.

AH jagunevad kahte rihma: 1) valkudes esinevad e. proteino-
geensed (siia kuuluvad vaid a-AH-te L-stereomeerid; vt. uld-
valemit ja glitseeraldehlidset etaloni) ja 2) aproteinogeensed e.
valkudes mitteesinevad. Proteinogeensete AH puhul eristatakse
péhilisi (20 tk.) jJja harvaesinevaid e. minoorseid. Levinuim on
pé6hiliste proteinogeensete AH struktuurne klassifikatsioon R
ehituse Ja dissotsiatsiooni baasil fusioloogilise pH (ligikaudu
7) juures.

I ATSUKLILISED AH
1. Alifaatsed AH

Radikaal Luhend Tahis

Glitsiin H- Gly G
Alaniin H3C- Ala A
Valiin H3C—ﬁH— Val v

as
Leutsiin H—C—QH—CHl— Leu L

i

CH3
Isoleutsiin H3C—CH2—Cﬁ— lle |

CH3
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2 _Hudroksuaminohapped

Seriin ho-ch2- Ser
Treoniin HBC—Cﬁ— Thr

OH
3_Tioaminohapped
Tsusteiin HS-CH2- Cys C
Metioniin H3C-S-CH2-CH2- Met M
4. Dikarboksuulsed AH
Asparagiinhape(aspartaat) -00C-CH2- Asp D
Glutamiinhape(glutamaat) -00C-CH2-CH2- Glu E
5_ Dikarboksuulsete AH amiidid
Asparagiin NHG 0=C-CH2- Asn
Glutamiin 0=C-CH2-CH2- Gin 0
6. Diaminohapped
Lisiin HA-(CH2)3- Lys K
Arginiin HEN-C-NH- (CH-) -- Arg R
Il TSUKLILISED AH N
1. Aromaatsed AH
Fenddlalaniin H2- Phe F
Tlrosiin HO-~ ~Y~ CH2- Tyr Y
Truptofaan CHo- Trp W
Histidiin CH2- His H

H

2. Tsukliline Iminohape

Proliin (NBITaielik valem) a Pro
OH

Teine pohiliste proteinogeensete AH klassifikatsioon on happelis-—
aluseline klassifikatsioon R dissotsiatsiooni ja loomuse alusel
Selle kohaselt jagunevad AH happelisteks (Asp,Glu), aluselisteks
(Lys,Arg,His) ja neutraalseteks (k6ik lGlejédédnud AH). Happelised,
aluselised ja osa neutraalsetest AHst (Ser,Thr,Cys,Asn,GIn Gly)
on polaarsed (hidrofiilsed). Teised on apolaarsed (hidrofoobsed)
Bioloogiline (Fusioloogiline) klassifikatsioon eristab*
l)asendamatuid AH - organism peab neid tdies ulatuses saama
toiduga (k&ik loomorganismid ja inimene: Vai,Leu,lie,Thr, Met Lys

Phe,Trp); 2)osaliselt asendamatuid AH - ebapiisav biosilntees
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organismis nduab osalist saamist toiduga (inimene:Arg,Tyr,His);
asendatavad ah - silinteesitakse organismis piisavalt asendamatute
AH ja teiste Uhendite baasil. Organismid, kes silnteesivad 1ise
k6iki AH, kulutavad ligikaudu 15 % energiat rohkem kui asendama-
tuid AH kasutavad organismid. Litke iseloomustab auksotroofsus,
e. vastav asendamatute AH koosseis (His on taielikult asendamatu
rotile, 1inimesele on ta aga osaliselt asendamatu).

Harvaesinevad proteinogeensed AH moodustuvad polipeptiid-
ahelatesse lidlitunud pdéhilistest AHtest (ndit. Pro «fhidroksi-
proliinid; Lys hidroksiliusiin; Cys -»tsistiin jne). Seetdttu
neid ei kodeerita. Neil baseerub tavaliselt antud valgu mingi
spetsiifiline funktsioon. Nii nditeks tuleneb elastiini mitmesuu-
naline venivus Lys derivaatidest desmosiinist ja isodesmosiinist.

Teatud erandiks on nende hulgas aga Cys derivaat tsustiin,
mille Uks funktsioon on valkude tertsiaarstruktuuri stabiliseeri-
mine. Tsidstiini sumbol on Cys-Cys, s.t. ta moodustub kahest
tsisteiini jaagist. Tema radikaal on seega H2(p-S-S-CH2.

Aproteinogeensed AH esinevad rakus vabalt vdi mittevalgulis-
te Uhendite koostises. Nende tilupesindajad on: ornitiin, tsitrul-
liin (Arg ja karbamiidi eelihendid) ; R-Ala (H2N-CH2-CH2-COOH) on
vitamiin B3 eellane; y-aminovGihape on neuromediaator. NB! On ka
mirgiseid AH (ndit. taimede R-tslanocalaniin ja kanavaniin on
inimesele mirgised ksenobiootikumid).

FUUSIKO-KEEMILISED OMADUSED

AH flaisiko-keemilistel omadustel rajanevad nende isoleerimise,
identifitseerimise ja kvantitatiivse méaaramise meetodid. Teisalt
maaravad AH omadused (eeskatt happelis-aluselised omadused) d&ra
valkude omadused.

m Happelis-aluselised omadused. AH on amfoteersed elektro-
liaiddid, s.t. neil on happe ja aluse loomus. Happena kaituvad nii
—COOH -» CO0- + H+ kui ka protoneeritud -NH2 ,st. -NH"-~ NH2 + H+.
Alusena k&ituvad -C00", s.t. -CO0"™ + H+ -»COOH ning -NH2, s.t. NH2
+ H+-» NH~. Keskkonna pH tingib AH idoniseeritud vormide
jargmised Uleminekud:
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ayH coo" /COO"

HAN— Cﬁ HAJ- CH * h2n—cc
R R R
(kaitub happena) (kaditub alusena)
AH katioon AH amfioon AH anioon
(happeline keskkond (bipolaarne ioon (aluseline keskkond
H+ liig) tsvitter-ioon) OH 1i1ig)

Vesilahustes on neutraalsed AH valdavalt amfioonses vormis,
seetdttu antakse ka AH iUldvalem sellisena. Inimorganismi rakkudes
ja biovedelikes (pH on ligikaudselt neutraalne) on happelised AH
(Asp, Glu) negatiivse ja aluselised AH (Lys, Arg, His) positiivse
summaarse laenguga. Ulejadanud AH on amfioonses vormis. pH
vaartust, mille juures anioonsed laengud = katioonsed laengud,
s.t. AH summaarne laeng on null,nim. antud AH isoelektriliseks
punktiks (pHj voi pl) . AH selle pH juures elektrivaljas ei liigu
ning tal on vahim lahustuvus vees. pl on AH Uks olulisemaid
parameetreid, peegeldades AH erinevate funktsionaalsete rihmade
happelis-aluselisi omadusi. Kuna pl puhul on a-COOH ja a-NH2
dissotsiatsioon vdrdne, siis pl leitaksegi tavaliselt a-COOH ja
oc-NH2 happeliste dissotsiatsiooni konstantide kaudu. Konstante
tahistatakse vastavalt pKx ja pK2 ja nad peegeldavad pH vaartusi,
mille juures vastavalt a-COOH ja a-NH2 on 50 % dissotsieerunud.
Konstandid ja antud AH pl vaartus leitakse tiitrimisk6vera abil.

AHte lahustuvus. AH lahustuvad vees uldiselt hasti, hidro-
foobsete radikaalidega AH mdnevdrra halvemini. Vahepolaarsetes
lahustites (etanool, dietuuleeter jt.) lahustuvad AH halvasti.

AHte neeldumisspektrid. Selget neeldumisspektrit, maksimu-
miga 280 nm, omavad Trp ja Tyr. Kuna need AH on valkudes usna
levinud, saab 280 nm juures mdarata valgu ligikaudset hulka
lahuses. NoOorka neeldumismaksimumi omab 260 nm juures Phe.

AHte stereoisomeeria. Proteinogeensed AH (v.a. Gly ) vdi-
vad olla L- ja D-isomeeridena (vt. Uldvalemit glutseeraldehiidse
etaloni alusel) . Kahe C* korral ( Thr, 1lie) annab AH diastereo-

meere, mis pole peegelisomeerid (nait. L- ja D- allotreoniinid) .
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Valkudes on leitud vaid L-AH. Bakterite kapslite peptiidides
on vahesel maaral D-Ala ja D-Glu. D-AH on ka mikroorganismide
produtseeritud antibiootikumides (etamiutsiinis D-Leu; gra-
mitsidiinis D-Val ja D-Phe; polumuksiinis D-Ser ja D-Val).

BIOLOOGILISELT TAHTSAMAD REAKTSIOONID

Peptiidsideme tekkel ithe AH a- COOH ja teise AH a- NH2
ihinevad veemolekuli eraldumisega. Reaktsiooni tasakaal on nihu-
tatud tugevalt hiadrolllsi suunas, mistdttu peptiidsideme
siunteesiks vajatakse energiat.

NH2 COOH -H20 NH2 0 COOH
R1-CH-COOH + H2N-CH-R2 X-——* R1-dh- C- N-CH-R2 dipeptiid
+H20
peptiidside

Dekarbokstulimine toimub elusrakus dekarboksilaaside toimel
biogeensete amiinide (vt. hormoonid) moodustumisega.
nh?2 -co2

R-CH-COOH N R-CH2~NH2 Biogeenne amiin
Desamiinimisel eraldub aminordhm (NH3~na) ja tekib antud AH
ketoanaloog. |Inimorganismis on keskne tahtsus Glu oksildeerival
desamiinimisel a- ketoglutaraadiks (Glu ketoanaloog).
Amiidide teke on seotud toksilise NH3 sidumise ja transpordiga.
AH-te amiidid, GIn ja Asn (vt. tabel), siunteesitakse vastavalt
Glu ja Asp baasil ATP ja NH3 osavdtul.
Karbaminohemoglobiin tekib kui hemoglobiini (Hb) ja C02 kompleks
C02 transpordiks. See on Hb valgulise osa globiini Lys- v0i Arg-
jaagi ja C02 vaheline reaktsioon.

) i

R-CH-COOH + CO02 R-CH-COOH + H+ (prooton)

AH aktivatsioon (vt. valgusiintees).

Imiini teke (Schiffi alus) (vt. transamiinimine).
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Soolade teke reageerimisel happe vdi alusega.

HC1 NHBCI AH-
JH, R- CH -COOH hidrokloriid
1 J
R- CH -CO00"
NaOH NH, AH-
R- CH -COONa naatriumsool
PEPT1IOIO

PEPT1IDSIDEME LOOMUS

Peptiidsidet (amiidsidet) iseloomustab (L.Pauling, R.Corey -
rontgenstruktuuranaliuls): 1) konjugatsioonist tulenev osaline
kahekordsus, mistéttu Umber sideme C-N pole vdimalik vaba
poorlemine; 2) 0 ja H on peptiidsidemes paigutunud transasendisse

0 o" voimalikud vesiniksidemed
—éilw— -C- N— (**°)
H H..
(NB! sideme kahekordsus); 3) vesiniksidemete moodustamise vdima-
lus; 4) peptiidgrupi aatomite paigutumine Uhele tasapinnale e.
koplanaarselt peptiidsideme kahekordsuse ja C aatomi sp2-
hibriidoleku toéttu. Seega on peptiidid vaadeldavad korduvatest
,6" ) n 0
11 |

K Jic fctv N C

T o

peptiidgruppidest koosneva "tivena'”, millest vai -om=r] teatud
nurga all AH radikaalid. Kuna molekuli teatud osade vaba po6dor-
lemine on vdimalik (vt. jJoonis) tekivad peptiidide mitmesugused
konformatsioonid. Nende hulka piirab aga peptiidsideme jaikus.
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MOISTE’KLASSIFIKATSIOON JA OMADUSED

Peptiidid on oligomeersed biomolekulid. Eristatakse oligopeptiide
(2-20 AH-jaaki;kr. k. oligos= vahe) ja polipeptiide (20 kuni 50
AH-jaaki). Taoline liigendus on loomulikult tinglik. N&ait. 25-50
AHjaakit sisaldavat molekuli nim. tihti ka pikaks oligopeptii-
diks. Teisalt, nende koéigi puhul kasutatakse Kka ainult
ildterminit "peptiidid”. Samuti on tinglik polipeptiidide ja
valkude vaheline piir. Kokkuleppeliselt nimetatakse valguks
polipeptiidahelat, milles on Ule 50 AH-jaagi.

Peptiidile silstemaatilise nimetuse andmisel alustatakse
vaba -NH2 omavast AH-jaagist ( N-I6puline, N-terminaalne, amino-
Ipuline AH). Aminohapped, mille -COOH vdtab osa peptiidsideme
tekkest, kannavad peptiidi nimetuses I1dppu -uil. Peptiidi nimetus
Iépeb vaba karboksuidlrihma omava AHjaagi (C-1dpuline, C-termi-
naalne. karboksuulldpuline AH) muutumatu nimega:

N- terminaalne AH C- terminaalne AH
- Cys - Trp - Asn - GIn - Thr - C0O0" pentapeptiid
1 2 3 4 5

Tsusteinltul-Triuptofanuil-Asparaginuul-Glutamintil-Treoniin
Peptiididel on AH-ga sarnaseid ja neist erinevaid omadusi.
AH-ga sarnaselt kaituvad nad happe ja alusena, esinevad organis-
mis amfioonidena, omavad pl ja annavad a-COOH ja a-NH2 reakt-
sioone. Akdtest eristab neid: 1) peptiidsidemele 1iseloomulik
biureedireaktsioon vasksulfaadiga aluselises keskkonnas
(tulpilise sinakasvioletse varvuse annab juba tetrapeptiid); 2)
peptiidsideme hudroliius H20 eraldumisega (vt. peptiidsideme
tekkereaktsiooni); 3) pikemate peptiidide vesilahuste kolloidne
loomus ja koagulatsioon (kalgendumine); 4) nende optiline aktiiv-
sus on AH jaakide optilise aktiivsuse jJa peptiidi konformatsioo-

nist tuleneva optilise aktiivsuse summaarne Vaartus.

AMINOHAPPELISE KOOSTISE MAARAMINE

Peptiid hudroliusitakse AH-teks happeliselt (6 N HC1, 110=, 28
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tundi), aluseliselt ( 2-4 N NaOH, 100=) vo6i ensiumaatiliselt
(proteaasid, 37<) . Reeglina kasutatakse neid hidrolilise korraga,
kuna happeline 1dhustab Trp ning muudab GIn Glu-ks (Asn Asp-ks),
aluseline aga lIdhustab Cys, Cys-Cys ja Thr. AH-te hiudrolisaat
kantakse 1ioonivahetuskromatograafia kolonnile, mida voolutatakse
tdusvat pH vaartust omavate puhvritega. See tingib AH-te
valjumise kolonnist kindlas jadrgnevuses: esimesena elueerub
tugevalt happelises keskkonnas Asp ja viimasena elueerub nérgalt
happelises keskkonnas Arg. Saadud AH-te fraktsioone ilmutatakse
ninhiddriiniga, mis annab reaktsioonis a-NH2 rihmaga intensiivse
sinise (Pro kollase) varvuse. Uuritava peptiidi AH-lise
hidrollisaadi elueerumisspektri vdrdlemine aminohapete testsegu
elueerumisspektriga lubab identifitseerida peptiidi AH-lise
koostise. Kogu protsess on automatiseeritud (AH- analisaator).

AMINOHAPPELISE JARJESTUSE MAARAMINE

Keskseks meetodiks on siin Edmani astmeline degradatsioonimeetod.
N-terminaalne AH "madrgistatakse " fenlllisotiotsiianaadiga (FITS).
Fendulhidantoiinaminohape eraldatakse mddduka happelise hudrolii-
siga ja i1dentifitseeritakse kromatograafiliselt. Siis "margista-
takse” FITS-ga jargmine N-terminaalne AH ja protseduur Kkordub.
Spetsiaalse aparaadi (sekvenaatori) abil voib sellise astmelise
meetodiga N-terminaalsest otsast maarata vahemalt 30-50 AH-t.

Peale Edmani meetodi kasutatakse N-terminaalse AH maarami-
seks-eraldamiseks veel lidhiajalist hudroluldsi aminopeptidaaside-
S&, dansillmargistamist danstllkloriididega (AH identifitseeri-
takse fluorestsentsi alusel) jJja reaktsiooni Sangeri reaktiiviga
(2,4-dinitrofluorobenseen, DNFB). N-terminaalne aminohape annab
DNFB-ga 2,4-dinitrobenseenaminohappe, mis peale peptiidi taielik-
ku hidroliisi identifitseeritakse.

Primaarstruktuuri mé&&ramist C-terminaalse AH kaudu kasuta-
takse harvemini. Hadavajalik on see nait. N-terminaalse AH a-
NH2 atsetililituse korral. Sel puhul kasutatakse C-terminaalse AH
eraldamist karbokSUPePt idaasidega f redutseerimist boorhidr-i 4
vOil peptiidi hidrolidisi hidrasiiniga (Akabori meetod). Redut-
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seerimisel tekib vaid C-terminaalsest AHst aminoalkohol véi
hidrasinoluldsil AH-hlidrasiinderivaat. Vastav aminoalkohol véi
hidrasiinderivaat identifitseeritakse hidrollisaadist.

Ulaltoodud votted on vajalikud ka valkude primaarstruktuuri
madramisel. Lisanduvad veel : 1) terminaalsete AH-te arvu maa-
ramine, st. polupeptiidahelate arvu maaramine; 2) mitme ahela
puhul nad eraldatakse ja kui nad on seotud disulfiidsildadega,
siis need l6hutakse (ndit. redutseeritakse); 3) ahelate identsuse
kontroll: reeglina nende osalise hiudroliilsi produktide elektrofo-
reetilise liikuvuse, kromatograafilise "pildi™ jJne. abil; 4) in-
dividuaalse polupeptiidahela hudrolils faktorite abil, mis 106-
huvad ahelat erinevatest kohtadest (broomtsiuaan, trupsiin,
kimotripsiin jne.). M&arates nende faktorite toimel tekkinud
peptiidide primaarstruktuuri Glaltoodud vGtete abil ja kGrvutades
neid primaarstruktuure omavahel, saavad "kaetuks" ka erinevad
Iohustumiskohad (vt. skeem), st. saame kokku panna kogu polipep-
tiitdahela primaarstruktuuri.

——————————————————————————————————— broomtsiaan
——————————————————————————————————— tripsiin
e e kimotripsiin

SUNTEES JA LOODUSLIKUD PEPTIIDID

Tagamaks peptiidsideme teket jJust vastavate AH-te a-NH2 ja a-
COOH vahel (0he AH (X-NH2 kaitstakse atslUilimisega, teise AH a-COOH
aga
"aktivatsioon"” "kaitse"
H_C-C-N-CH-C=0 (PCIJ H,N-CH-C=0
u it | 3 N N
0 H Ri Ci Yy R2 ocz2h5
"kaitse" %
H_C-C-N-CH-C-N-CH-C=0
Nl I I
0 H Rx H R2 OC2H5
esterdamisega ja Uks AH-st aktiveeritakse. Kui peptiidside on
tekkinud eemaldatakse "kaitsev””atsuuljaak. Jargneb uue AH-jaagi
liitmine, mille a-CO0OH on "aktiveeritud" ja a-NH2 "kaitstud".

Slintees on automatiseeritud (sintesaatorid). Nii on sinteesitud
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rida peptiidhormoone (nait. AKTH, vasopressiin jt.)/ mida kasuta-
takse ka ravimitena.

Looduslikud peptiidid. Sdltuvalt toime iseloomust ja
paritolust grupeeritakse bioaktiivseid peptiide reeglina
jargmiselt: a) peptiidid kui tdupilised hormoonid (AKTH, hipo-
taalamuse "releasing factors", vasopressiin, oksiutotsiin, glika-
goon jJt.); b) gastrointestinaalsed peptiidhormoonid (gastriin,
sekretiin, VIP jt.); c) vasoaktiivsed peptiidid (kuuluvad vere-
seerumi a2 -globuliinsesse fraktsiooni ja on seotud veresoonte
toonuse ja vererdhu regulatsiooniga: angiotensiin, kallidiin,
bradukiniin); d) mitmesugused neuropeptiidid (pentapeptiidid
enkefaliinid, mida sinteesitakse KNS-s; endorfiinid jt., vt.
narvikoe biokeemia).

Mitmed peptiidid aktiveeruvad alles posttranslatsioonselt,
s.t. bioaktiivne vorm tekib 1inaktiivsest eellasest (polipeptii-
did, oligopeptiidid) proteoliltiliste ensuumide toimel:

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-polipeptiidahel
angiotensinogeen (vere inaktiivne®j/~lk)”- Reniin

Asp-Arg-Val-Tyr-l1le-His-Pro-Phe-His-Leu

angiotensiin | (inakt*iivne)™ Karboksikatepsiin
Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe - aldosterooni sekretsioon
angiotensiin 11 (aktiivne peptiid) veresoonte ahenemine

Reniin-angiotensiin-aldosteroon silsteem
Sisuliselt samamoodi tekib kallikreinogeenist kallidiin (10 AH)
ja bradukininogeenist (vOi kallidiinist) bradikiniin (9 AH) .
Vaatleksime veel mdningaid védhemkdsitletud esindajaid.
Glutatioon on kudedes laialdaselt levinud : y-glutamiul-tsis-
teintll-glutsiin. Cys sisalduse tdttu esineb glutatioon redut-
seeritud (G-SH) vdi oksldeeritud vormis (G-S-S-G). Seega kuju-

N2 neb redokssisteem, mis osaleb vesinike
2 G-SH * * 6-S-S-G6 ulekandes ning see Ulekanne on seotud
+1\2 glutatiooni biofunktsioonidega.

Atriopeptiidid on sudamekoja (lad.k. atrium) koest isoleeritud
peptiidide (23-100 AH) perekond, mida 1iseloomustab veresooni
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laiendav toime (NB! vastupidine toime silsteemile reniin-angioten-
siin-aldosteroon). Nende bioaktiivsus baseerub tsistiini (disul-
fiidsildade) abil moodustunud 17-10lilisel ringstruktuuril ja
realiseerub tsuklilise GMP vahendusel (vt. hormoonide toimemehha-
nismid) . Karnosiin (R-alantulhistidiin) ja anseriin (R-alanudl-
metiul-histidiin). Nad on lihaskoe peptiidid, millel on antiok-
sudantide roll ja teatud puhverdusfunktsioon. Amanitiin, Kkui

rohelise karbseseene peptiidne mirk.

VALGUD
ULDISELOOMUSTUS

Valgud e. proteiinid (kr. k. protos = esmane,tahtsaim; termini
"proteiinid" vottis kasutusele Mulder 1938.a.) on Uhest voi
mitmest polupeptiidahelast koosnevad makromolekulid. Neid iseloo-
mustab: 1) koosnemine AH-jaakidest ja sellest tulenev indivi-
duaalsus; 2) peptiidside AHjadadkide vahel; 3) kdrgmolekulaarsus;
4) mitmetasemeline struktuurne organisatsioon; 5) lammastiku
sisaldus.
AH kui valkude monomeerid. Kuna valgud on geneetilise info reali-
seerumise vahendid, siis on nad arvukaimad individuaalsed makro-
molekulid mitmesuguste funktsioonidega. Sisuliselt on selle kdige
aluseks AH-te jarjestus ja koosseis antud valgus, mis tagabki
valkude individuaalsuse. Teisisdnu, AH-te koosseis ja jJarjestus
madaravad antud valgu struktuuritasemed, flulsiko-keemilised oma-
dused ja biofunktsiooni(-id). Mida spetsiifilisemat funktsiooni
antud valk t&idab, seda "ihekilgsem”™ on tema AH koosseis, (nait.
kollageenis on rohkesti Gly). Tegelikult aga just see Uhekllgsus
vBimaldabki tal tédita antud kitsast funktsiooni.

Inimorganismis on uUle 50000 individuaalse valgu. Teoreetili-
selt on aga 20 proteinogeense AH (tuletame meelde, et need on L-
rea a-AH) baasil vdimalik 2,4 x 1018 erineva valgu teke.
Peptiidside. Antud kovalentne side seob AHjaadke valgumolekuli
polipeptiidahelas. MBningates valkudes esineb ka teist tllpi
kovalentne side nn. disulfiidside (vt. insuliini skemaatilist
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ehitust), mis on kas ahelasisene vdi ahelatevaheline (viimane
seob polupeptiidahelaid omavahel).

HbN S - S Ny—
Gly ————- CJS—Cys—Thr—Ser-CJS ————————————————— Cys-Asn-C=0 A ahel
1 6 | 8 9 10 /20 21
S S

+ ° >
H,N S S Coo0

A i I 1
Phe-——-—-————-- CYyS—————m—m Cys-———————- Thr B ahel
1 7 19 30

Inimese insuliin (skeematiliselt)

Kdrgmolekulaarsus. Tulenevalt valgu funktsioonidest vdib valgu-
molekulis olla erinev arv poliupeptiidahelaid ( ribonukleaas-1,
insuliin-2; hemoglobiin-4 jne.). Mitmeahelalisuse nn. "fulsi-
liseks"™ pb6hjuseks loetakse seda, et Uhes pollipeptiidahelas ei saa
olla ule 600 AH. Valk vdib koosneda ka 1identsetest poli-
peptiidahelatest. Valkude molekulmassi (Mr) Uhikuks on dalton
(1/712-dik nukliidi 12C massist) ja valkude Mr on 4-5 tuhandest
miljoniteni daltoniteni. ( NB! Mr alumine piir on kokkuleppe-
line) . MGned valkude Mr naited: glukagoon -4000, 1insuliin - 5734,
tripsiin - 23800, interferroon - 26000, hemoglobiin - 64000, see-

rumi albumiin - 66500, transferriin - 88000, oc2-makroglobuliin -
720000, fibrinogeen - 341000, immunoglobuliin (IgM) -950000, glu-
tamaadi dehlidrogenaas - 1000000, tubaka mosaiigi viiruse valk -

40590000 ( koosneb ligikaudu 2200 identsest polipeptiidahelast).
Struktuurse organisatsiooni mitmetasemelisus. Valke iseloomusta-
takse nelja struktuurse organisatsiooni tasemega: primaar-,
sekunddar,- tertsiaar- ja kvaternaarstruktuur (vt. allpool). KOor-
gematest struktuuritasemetest tulenevalt valgud denatureeruvad.
Elementaarne koostis. Valk sisaldab keskmiselt 51-55 % C, 21-23 %
0, 15-17 % N ja 6-7 % H. Monedes valkudes on veel 0,3-2,5 % S ja
0,6 % P ( protsendid on valgu kuivmassi kohta). N sisaldus pal-
judes valkudes on ilsna stabiilselt 16 %, millel baseerub val-
kude kvantitatiivne madramine Kjeldahli meetodil.
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SISALDUS JA JAOTUMINE ORGANISMIS

Inimorganismis on valke umbes 40-45 % kuivkaalust. Taimedes on
valgusisaldus vaiksem (seemnetes 8-13 %, padevalilleseemnetes 30-
35 %), bakterites kdrgem. Kudede (organite) valgusisaldus sdltub

VALGUSISALDUS

KOED,ORGANID RAKK TOIDUAINED

(%,kuivkaalust) (%,kogu valgust) (%,kuivkaalust)
P6rn,kopsud 82-84 Tsutoplasma 40 Kuivad herned, oad 20
Lihased 80 Mitokondrid 20 Pahklid 16
Neerud 70 EPR 20 Lahja kohupiimi 15
Sida,nahk,maks 57-62 Rakutuum 12 Taine sealiha 15
Narvikude 45 Peroksisoomid 2,5 Muna 12
Luud,hambad 18-24 Lusosoomid 2,0 Juust 9-49
Rasvkude 14 Plasmamembraanl 1,5 Leib 5-6
Vereplasma 7,5 Ulejaanud 2,0 Piim 3,2
nende Tfunktsioonidest (nait. lihastes - kontraktiilsed valgud,
maksas - rohkesti ensilme, rasvkoes - transport- ja struktuurval-

gud) ning see muutub organismi individuaalse arengu.jooksul ning
haiguste korral (NB! diagnostika, vt. raamatu kolmas osa).

STRUKTUURITASEMED

PRIMAARSTRUKTUUR. See on peptiidsidemete abil moodustunud kova-
lentne struktuur, mis tdhendab AH-te kindlat jarjestust ja hulka
antud valgu polipeptiidahelas (-tes). Valkude ehituse poliupeptiid-
teooriast (E. Fischer, 1901-1906 a.) ja rontgenstruktuuranaliu-
sist (L.Pauling, R.Corey) tulenevalt on primaarstruktuuri-alased
pdhiseisukohad jargmised: 1) korduvate peptiidgruppide baasil
moodustub hargnematu "tivi", millest ulatuvad valja AH radikaa-
lid; 2) pole reegleid disulfiidsidemete esinemises; 3) kuigi 0l-
diselt pole reeglipdraseid AH jarjestusi, on siiski teatud kohti,
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millede AH jarjestus on sarnane (nait. ensidldmide tripsiini jJa
kimotripsiini aktiivtsentrid; mitmete ligandide sidumistsentrid
jne.). Selline AH-te jarjestuse kattuvus (homoloogia) esineb
lahedase toime ja iseloomuga valkude korral.

Primaarstruktuur on aluseks valkude spetsiifilisusele, kor-
gemate struktuuritasemete kujunemisele ning tema muutused
pohjustavad mitmeid nn. molekulaarseid haigusi.

Spetsiifilisus on valkude olulisim tunnus. Ta on ka sisuli-
seks aluseks valkude kesksetele biofunktsioonidele (kataluutili-
ne, regulatoorne jt.) . Nii nait. vastavat substraati muundab vaid
spetsiifiline enstimvalk, antikeha kui valk seostub spetsiifili-
selt vastava antigeeniga jne. Kasutatakse termineid "liigispet-

siifilisus” - antud liigile iseloomulike valkude koosseis,
"organismispetsiifilisus” - sama liigi erinevate organismide
valguline koosseis ja "koespetsiifilisus"™ - kudede valgud erine-

vad immunoloogiliselt teineteisest, s.t. funktsionaalselt erine-
vad valgud kutsuvad teise koesse sattumisel esile antikehade
tekke. Juba Uhe AH-jaagi muutus konkreetses valgus tingib selle
valgu spetsiifilisuse olulise muutuse. Illustreerimiseks toome
insuliini primaarstruktuuri liigilised erinevused. Nait. 1inimese
ja sea insuliini primaarstruktuur erineb vaid Uhe AH-jaagi

poolest.
A-ahel B-ahel
8 9 10 30
Inimene -Thr - Ser - lle- - Thr
Siga -Thr - Ser - lle- - Phe
Hobune -Thr - Gly - Ile- - Phe

lga valgumolekuli primaarstruktuur on "baasinformatsiooniks"
kdrgemate struktuuritasemete kujunemisel. SeetdOttu vOib vaita, et
geneetiliselt determineeritud primaarstruktuur méaarab sisuliselt
dra antud valgu kdrgemad struktuuritasemed. (vt. ka allpool).

Geneetilise péaritoluga haiguste pdhjuseks on tihti mdne AH-
Jjaagi asendumine normaalses primaarstruktuuris (ndit. sirpraku-
ise aneemia korral Hb molekuli RB-subihikus). See on nn. "mol&-
kulaarne haigus"™ (vt. 11l osa).
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Niudisajaks on tuvastatud primaarstruktuur ligikaudu 1500
valgu puhul. Esimesena leiti insuliini primaarstruktuur
(Sanger, 1954), mille lihtsustatud variant on toodud eespool.
SEKUNDAARSTRUKTUUR. See on sisuliselt vesiniksidemete abil (NB!
ndrgad sidemed) fikseeritud konfiguratsioon. Kuna 1iga vesiniksi-
deme teke vabastab energiat,tduseb moodustuva struktuuri stabiil-
sus. Teke on pdohimGtteliselt iseeneslik, sest "tekkeprogramm™ on
sisuliselt olemas primaarstruktuuris. Eristatakse sekundaarstruk-
tuuri kahte pdhivormi: a- heeliks (a- spiraal) ja R- struktuur
(B- konformatsioon, kihilis-volditud struktuur).

a- Hee liksit iseloomustab (Pauling,Corey, 1951;
rontgenstruk”®tuuranaliis):

1) helitseerunud poliupeptiidahela konfiguratsioon ahelasi-
seste vesiniksidemete tdottu peptiidgruppide vahel. Seejuures on
nende sidemete tekke printsiip jJargmine: esimene aminohape seos-
tub neljandaga, teine viiendaga jne.(vt. joonis). Rdhutagem veel-
kord: heeliksi keerde (seega ka kogu helikaalset struktuuri)
hoiavad koos vesiniksidemed keerdude vahel;

2) heeliksi "tivest" valjuvad aminohapete radikaalid (R);

3) vesiniksidemete modtmed maddravad heeliksi parameet-
rid (nait. heeliksisamm e. (0he keeru kdrgus on 0,54nm ja Ulhes
keerus on 3,6 aminohapet jne.);

4) L-aminohapped annavad eelistatult a-heeliksi, mis on
paremale p6dérduv (kellaosuti liikumissuund). Lisagem, et L- ja D-
aminohapetest koosnev polupeptiidahel ei helitseeru a-heelik-
siks.

B-struktuuri iseloomustab: 1) Vesiniksidemed on ko6rvuti
asetsevate peptiidgruppide vahel; 2) kihilis-voldiliste konfigu-
ratsioonide moodustumine. Kul (ks ja sama polipeptiidahel voltub
(kd&ndub) edasi-tagasi (vt. joonis), siis kujunevad vesiniksi-
demed vastassuunaliste ahelaldikude vahel. Seda R-struktuuri
nim.antiparalleelseks (ristine e.lihike B-struktuur). Kui kihi-
lis-volditud R-struktuur moodustub mitmest kdrvuti paiknevast
polipeptiidahelast, siis on see paralleelne B-struktuur (ulatus-
lik e. taielik B-struktuur). Vesiniksidemed on seal naaberahelate
peptiidgruppide vahel (vt.joonis).
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a- Heeliks

immunoglobuliini 3~ struktuur QB! antiparalleelsus)
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B- Struktuur ((paralleelne)
Alberts et al.,1983, Molecular Biology of the Cell

Valgud ei oma 100%-list a-helikaalset vdi B-struktuurset ehitust.
Nii on mioglobiin (vt. joonis) helitseerunud umbes 80%, Hb (X ja
R-ahelad -75%, insuliin -52%, Jlaktaadi dehlidrogenaas-45%,
lisotsium -42%, pepsiin -30%, tubuliin -22%, kumotripsiin ja
triupsiin-14%. Molekuli dlejdadnud osa on kas mittehelitseerunud
ja/vléi B-struktuuris. Nait. lihaskoe tropomuosiinil (millel on
kdrgeim helitseerumisaste, 95%) on Ulejdadnud osa mittehelitseeru-
nud, mioglobiinil samuti. Insuliinis on R-struktuuri 6%, laktaadi
dehudrogenaasis -20%, tubuliinis -30%, klUmotrUpsiinis ja trupsii-
nis -45%.

Jarelikult pole Uldine arusaam, et globulaarsed valgud on
a-heeliksi vormis ja fibrillaarsed R-struktuuris tapne. Korrekt-
sem oleks selgitus, et paljude globulaarsete valkude molekulis
moo-dustab valdavama osa a-heeliks ja paljusid fibrillaarseid
valke 1iseloomustab R-struktuursus. Viimaste valkude hulka
kuuluvad eeskatt mitmed spetsiifilised valgud nagu keratiinid
(nadit. R- keratiinide hulka kuuluv Jloodusliku siidi ja
amblikuvdérgu valk fibroiin). Tapsemalt vaatleme seda allpool.
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Vesiniksidemete Umberpaigutumise tdttu on vdimalik ka a-
heeliksi Jja RB-struktuuri teatud uUleminek Uksteiseks (NB!, elava
looduse dinaamilisus). Nait. juuste pesemisel aluseliste pese-
misvahenditega laheb a-keratiini helikaalne struktuur dle R-
struktuuri (Juuksed sirgenevad).

Kuna valgud taidavad vaga mitmeid biofunktsioone, siis tule-
neb a-helitseerumise Jja B-struktuursuse suhe nende molekulis
loomulikult antud valgu funktsioonist(-dest). Sellisest vaate-
punktist l&htudes radgitakse ka struktuuritasemetest, mis jaaksid
sekundaar- ja tertsiaarstruktuuri vahele (suprasekundaarsed).
Eeskatt kuuluvad siia valgu molekuli erinevad struktuur-
funktsionaalsed osad e. domeenid (vt. allpool).
TERTSIAARSTRUKTUUR. See on kerajas-ellipsoidne (gloobul) vdi
niitjas (fibrill) konformatsioon, mis tekib polipeptiidahela
spetsiifilisel, spontaansel, ruumiliselt kompaktsel kokkupakkimi-
sel (self-assembling). Tertsiaarstruktuuri konformatsiooniline
valiskuju jJagab seega valgud laias plaanis globulaarseteks
(valkude enamik, nait. praktiliselt kdik ensitumid) ja fibril-
laarseteks (katte- ja tugikudede spetsiifilised valgud, nait.
kollageenid, mitmed lihaskoe valgud jt.).

Tertsiaarstruktuuri formeerumise alused oleksid: 1) geneeti-
liselt determineeritud (kodeeritud) aminohapete Jarjestus
polipeptiidahelas (primaarstruktuur) jJa 2) aminohapete radikaa-
lide (R) komplementaarsus ja vastastikused toimed. Primaarstruk-
tuur on seega aluseks-eelduseks antud valgu kindla ruumilise kuju
tekkeks (NB! sisuliselt uus infotasand - konformatsioon), milles
molekuli osad on vastavas paigutuses. Konkreetsemalt valjendudes
mddravad tertsiaarstuktuuri polipeptiidahelas olevate aminohapete
jaakide radikaalide mo6dtmed, kuju, struktuur ja nende hidro-
fiilsus-hidrofoobsus. Kokkupakkimise (assambleerumise) pdhiline
liikumapanev jdud on aminohapete radikaalide vastaktoimed vee jt.
molekulidega, aga ka R-de omavahelised toimed. Selgitagem!

Helitseerunud polupeptiidahel kaandub (ligikaudu 130<) Pro
ja Hyp asukohal ahelas. See on tingitud Pro ja Hyp jaigast
struktuurist ning vdimest anda wvaid Uhte vesiniksidet (teiste
peptiidgruppidega). See destabiliseerib a- helikaalsust ja
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soodustab tertsiaarstruktuuri Kkujunemist. Kaanupunktide teket
(vt. joonis) soodustavad (teisisBnu a- heeliksit aga ka B-
struktuuri hairivad) ka lahestikku paiknevad suurte ja/vdi sama-

nimeliste laengutega aminohapete R-d: need segavad-tdukavad
iksteist (nait. Glu, Asp, Lys, Arg, Ser,lie ). Ka Gly soodustab
ahela k&&ndumist. Kuna tema R on vaga vaike ( -H ), pldavad
teiste aminohapete R-d hdivata vaba ruumi glitsiini asukohas
polipeptiidahelas.

Aminohapete radikaalide hiudrofiilsus-hidrofoobsus on tert-
siaarstruktuuri kujunemisega seotud jargmiselt. Valk putdab vdtta
energeetiliselt sobivat kuju, s.t. vaba energia miinimumi omavat
kuju (see on maksimaalse stabiilsusega). Selleks "pakitakse"”
hidrofoobsed (apolaarsed) R-d tertsiaarstruktuuri sisemusse
valtimaks nende kokkupuutumist vee molekulidega. Hidrofiilsed
(polaarsed) R- d paigutuvad pinnale, kus nad hidratiseeruvad.
Nait. muoglobiin on tertsiaarstruktuuris niivérd kokku pakitud,
et molekuli "sisemuses" arvatakse olevat seostunud ~4 vee moleku-
li. Lisagem, et mioglobiini tertsiaarstruktuur tuvastatigi val-
kudest esimesena (Kendrew, pdhiliselt réontgenstruktuuranalils).

Tertsiaarstruktuuri stabiliseerivad (vt. joonis) podhiliselt
ndrgad (mittekovalentsed) sidemed (ioonsed e. elektrostaatilised,
vesiniksidemed, hidrofoobsed vastaktoimed ). NB! Tanu mittekova-
lentsetele sidemetele on tertsiaarstruktuuri teke &darmiselt

kiire, spontaanne, kooperatiivne protsess, nOrkade vastaktoimete-
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ga polupeptiidahela teatavate osade vahel. See teeb hOlpsaks *a
tertsiaarstruktuuri "lahtipakkimise". Teisalt, kuna ndérku side-
meid on ahela erinevate osade vahel vaga palju, on struktuur
tegelikult tugevalt stabiliseeritud. loonsed sidemed (I) kujune-
vad vastasnimeliselt laetud R-de vahel. Vesiniksidemed (II)
tekivad vesiniku ja temast elektronegatiivsemate aatomite (0, N
jt.) vahel. Laenguta R-de teatud lahedusel kattuvad aatomite
elektronpilved ja tekib hidrofoobne side (IV) .

Tertsiaarstruktuuri stabiliseerivad ka disulfiidside(-med) (I11),
harvemini fosfodiesterside (V), "pseudo- e. 1isopeptiidne” side
Lys, Arg radikaali -NH2 ja Asp , Glu radikaali -COOH vahel ning
esterside Uhe AH radikaali -COOH ning teise AH -OH vahel.
Tertsiaarstruktuuri bioloogiline sisu seisneb selles, et
antud tasemel 1leiab valjundi valkude funktsionaalsus. Selle
struktuuritaseme tekke jJa sdilumisega on seotud valkude kesksed
biofunktsioonid (katalultiline, regulatoorne jt.). Selgitageml
Kuigi alates sekundaarstruktuurist kasutatakse tihti mdistet
"konformatsioon™, pole see paris korrektne. Nimelt, valkude
funktsiooni(-de) aluseks on sisuliselt tertsiaarstruktuur (teatud
valkudel koguni kvaternaarstruktuur). Reaalses funktsioneerimis-

38



keskkonnas (vastav pH, kehatemperatuur, vastaktoimed vee jt.
molekulidega) omandab valgumolekul funktsionaalse 3-mdOtmelise
natiivse konformatsiooni (nimet. ka "bioaktiivseks"™ struktuu-
riks). See ongi aluseks tema funktsioonile(-dele). Nait., vaid
natiivses konformatsioonis suudab enstlimvalk taielikult taita oma
katalultilist funktsiooni - muundada reguleeritava Kkiirusega
kindlat substraati vajalikes hulkades. Seejuures kujuneb
enstiumvalgu selline konformatsioon mitmete faktorite (NB! Kka
substraadi enda) toimel.

Lisagem, et erinevate imetajateliikide mioglobiinide konfor-
matsioon on praktiliselt sarnane, sest primaarstruktuur varieerub
mitteolulistes I10ikudes. Teisalt, mutatsioonid primaarstruktuu-
ris, mis lIdhuvad-muudavad konformatsiooni stabiliseerivaid side-
meid, pohjustavad valkude bioaktiivsuse osalise vdi taieliku
kadumise. Esitaksime veel (he tertsiaarstruktuuri illustratsioo-
ni  slsivesikute metabolismi vdtmeensulmi*(heksokinaas) baasil.

Heksokinaas
(silindrid = a- heeliks;
nooled = RB- struktuur)

Loomulikult on kompaktsel kokkupakkimisel ka nn. "mehhanistlik"”
roll, s.t. suured molekulid pliltakse ©paigutada minimaalsesse
ruumi  (NB! raku mddtmed on ju piiratud). Illustreeriksime seda
allpool oleva skemaatilise joonisega (mddtmed ja ehitus!).
KVATERNAARSTRUKTUUR. Kuna seda probleemi kéasitletakse vastavas
loengus, peatuksime siinkohal vaid p6hiarusaamadel.

Uhe polipeptiidahelaga valgu kdrgeim ehitustase on tert-

siaarstruktuur. Kui ahelaid on Ule Uhe (vb6ivad olla ka identsed)
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on valk oligomeerne ja kasutatakse jargmisi mdisteid:
sublhik - kindla tertsiaarstruktuuriga 1individuaalne poli-
peptiidahel oligomeerses valgus (lihend SU);

poliupeptiidahel, 100 nm
5 a- heeliks, 45 nm

R- struktuur, 7x7x8 nm

kerajas kuju, diameeter 4,4 nm

Molekul® mdotmete ja ehituse vordlus
protomeer - tdhistab Ulksust oligomeerses valgus, millel on juba
teatud biocaktiivsus. Nait. plasmamembraanis paikneval, Na+ ja K+
pumpaval ensiuidmsisteemil (Na-pump) on kahte tidpi subihikud: suur
SU (@ Jja vaike SU (B). Nende kompleks (aB) omab juba substraadi
(ATP) hudrolulsivboimet, s.t. teda saab nimetada protomeeriks.
Enstlimkompleks koosneb antud juhul aga mitmest protomeerist ja on
vBimeline taitma spetsiifilist biofunktsiooni, s.t. pumpama liig-
set Na+ rakust valja ja vajalikul hulgal K+ rakku. See loob néar-
viraku ja rakuvalise maatriksi vahel vajalikud naatriumi ja
kaaliumi gradiendid, mis on aluseks narviimpulsi tekkele ja levi-
kule. Mo6nede valkude puhul on mdéisted "subuhik™ ja "protomeer”’
kattuvad, s.t. kehtivad Uksiku polipeptiidahela kohta.
oligomeerne valk- SU (protomeeridest) koosnev valk, s.t. ta omab
kvaternaarstruktuuri. SU seovad enamasti ndrgad (vt. eespool)
sidemed. Reeglina on valgud Mr-ga U(le 50000 oligomeersed.
Taupnadide on HB,mis koosneb kahte liiki SU (a ja R)

heem

a

Hemoglobiin (a-lihtsustatult, b- detailsemalt)
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Valkude puhul eristatakse primaar-,sekundaar-, tertsiaar- ja
kvaternaarstruktuuri. Kasutatakse aga ka pisut teistsugust lii-
gendamist, milles esineb mdiste "domeen™ (domain). Domeenid on
teatud struktuursed alad, millest formeerub globulaarse valgu
molekul. Kuna globulaarsed valgud on organismis tihti agregeeru-
nuna, siis kasutatakse ka mfistet "valgu agregaat™ (vt. joonis).

sequence of amino acids

— Glu — Asp— Vai — Ser — Lys — Gly — Pro —

1. secondary structure
3. protein

a-helix

@)

Bsheet

4. protein aggregate

Alberts et al.,1983, Molecular Biology of the Cell

FIBRILLAARSETE VALKUDE EHITUSISEARASUSED. Konfarmatsioonist
tulenev valiskuju jaotab valgud globulaarseteks (gloobulikuju-
lised) ja fibrillaarseteks (niitjad). Esimeste puhul pole ulal-
toodud ehitustasemete eristamine probleemiks, teiste korral aga
kall. Pdhjuseks on fibrillaarsete valkude ehitusisedrasused, mis
on vajalikud spetsiifili.ste .fU.nkt3.10.0.ni.UQ. (peamiselt kaitse- ja
ehitusilesanded) taitmiseks. Vaatleksimegi jargnevalt rakuvalise
maatriksi fibrillaarsete valkude (kollageenid, elastiinid, a-
keratiinid ja R-keratiinid) ehitustasemeid.

Kollageenide (vt. joonised) primaarstruktuur on AH-jaakide
jarjestus a-ahelas (on leitud 7 geneetiliselt erinevat a- ahe-
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lat; =1000 AHjaaki ahelas). Sekundaarstruktuur pole neil klassi-
kaline a-heeliks vaid helikaalne kdanupunktiderohke ruumikujund
antihelikaalsete AH kérge sisalduse tottu (30-34% Gly, 20% Pro ja
Hyp ja 10% Ala). Reeglina kordub neis kolmikjadrjestus Gly-A-B,
mil-les A ja Bon tihti Pro ja Hyp. Tertblaarstruktuux e. tropo-
kollageen on 3 a-ahelast koosnev vasakkeerdunud "KOisheeliks"
pikkusega 300 nm ja paksusega 1,5 nm. KO&igi a-ahelate N-termi-
naalsed I16pud on molekuli Uhes otsas. Naaberahelaid seovad
pohiliselt vesiniksidemed (peptiidgruppide vahel) aga ka 1ioonsed,
hidrofoobsed ja omapdrased kovalentsed sidemed. Viimased tekivad
naaberahelate Lys R-de vahel. Uhe ahela Lys -NH2 elimineerub si-
deme tekke protsessis (- CH2-NH-CH2- ).

Tropokollageen praktiliselt ei veni kolmikahelalisuse ja rist-
sidemete tottu. Tema molekul sisaldab Hyl -0H kaudu seotud oligo-
sahhariidseid kilgahelaid (ndit. - O-galaktoos-glikoos). NB!
Tropokollageen on sisuliselt kollageeni® mikrofibrillide subthik.

KvaternaarestEuktuur (kollageeni mikrofibrill) moodustub tropokol-
lageeni molekulidest (subihikutest). SublUhikud paigutuvad uhen-
dusprintsiibil "pea - saba" piki mikrofibrilli teineteise suhtes
"nihutatuna 67 nm vodrra (vt. skeem). See teeb mikrofibrilli rist-
struktuuri perioodiks 5 molekuli: 1. ja 6. rea tropokollageeni
molekulid asetsevad téapselt kohakuti. Molekulide vahelisi alasid
tditev kontrastaine paistab elektronmikrofotol tumedate triipude-
na. Mikrofibrilli kokkupakkimise info sisaldub a-ahelate pri-
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maarstruktuuris. Osa Lys ja Hyl-jaadke kollageeni mikrofibril
lides on okstdeerunud (nait. Lys -NH2~st tekib aldehiidrihm;
nihkefaas- ~tropokol lageeni pea ja“saba tropokollageen kontrastaine

I 1 voodid elektronniikrofobolt

Kol lageeni mikrofibrill (kvaternaarstruktuur)

ensiuumiks on Jlisiini oksidaas) allidsiiniks ja hiodroksu-
allisiiniks. Viimaste R-de arvel moodustuvadki kovalentsed
ristsidemed (ristliited) kas nende endi vahel vdi Lys ja Hyl-ga.
Sellised ristliited esinevadki tropokollageeni molekulide vahel
mikrofibrillides ja mikrofibrillide vahel kollageeni fibrillis.
Kollageeni__fibrilldl moodustub mikrofibrillidest (vt. skeem ).
Ristsidemed mikrofibrillide vahel tugevdavad fibrilli ja nende
arv sO6ltub koest (ndit. tugevat Achilleuse kdoluse kollageeni
iseloomustab ristsidemete rohkus) . Vananedes kasvab taoliste
ristliidete arv tropokollageenis ja tema molekulide vahel fibril-
lides.See muudab vahese venivusega kollageeni TfTibrillid jaigemaks
ja hapramaks ( NB! luude hapramaks muutumise (ks pdhjusi ). Rist-
liidete arvu kasv vdhendab aga ka silma sarvkesta lé&bipaistvust.
Teisalt, kui aga blokeerida ristliidete normaalne teke, muutuvad
nahk, ko&dlused Jja veresoonte seinad hapraks. NB! Selliseid rist-
liiteid leidub ainult kollageenides ja elastiinides.
Kollageeni-kiud/ mis on nahtavad juba tavalises mikroskoobis,

moodustuvad Tfibrillide agregatsioonil (vt. skeem).
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Kollageene kui
leiduvad sidekoerakud.

protokol lageeni molekul

Geneetiliselt erinevad 7 cox-ahelat:

rakuvaliseid valke toodavad k&igis organites

&1 D

a1 (H
tropokollageeni molekul
Lopupe iidjlde
P phud.ro uus
ICH" * c\Mikrofibrillide
J \ kokkupakkimine Fibrillide agregafc-
e <o *QESbQ- Mikrof ibrill Stoon kollageeni
Valmis kollageeni
fibrillide kokku-
pakkimine
50 nm kollageeni fibrill
1 W

Kol lageeni

al(Vv), a2(l) ja a2(Vv)
5 pohitaupi (vt. tabel).
imetajatel

Kollageenid on
umbes 30%

vidga vaikese venivusega kudedes

(moodustavad uldvalgu massist),
seerub sitketes,
nahk,hambad jt.).
teesivad fibroblastid ja kondrotsuudid.

maatriksi

Kollageene,

3 molekulaarset pdhikomponenti.

Kollageeni tuubid ja nende omadused
Tropokollageeni Polimeerne Tuupomadused
tahis kuju

Tauap

I [al (1) 12 a2 (1)
[al (1) ]

Fibrill Paksud fibrillid,
védhe Hyl ja SV
Peenemad kui |
tuubi fibrillid,
palju Hyl ja SV

11 Fibrill

I [al(111)] Fibrill Vahe Hyl

palju Hyp

ja Sv,

v [al(1V)] Rohkesti Hyl,SV,
ilmselt sailinud
protropokolageeni
terminaalsed pep-
tiidid (vajalikud
"koie”” tekkel)
Palju Hyl ja

SV

Teadmata

Vv [al(V)_ a2 (V)]
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(luud,
elastiine ja proteogliukaane

. maaral

kiu (collagen fiber) moodustumise protsess

moodustavad kolmeahelalise tropokollageeni
levinuim valkude perekond

lokali-
kdhred,

mis

sin-

Nad on sidekoe rakuvalise

Levik

Nahk,
k6dlused
Kohr,selg-
roodiskid,
silma
klaaskeha
Nahk,vere-
sooned,
siseorganid
Basaal -
membraanid

Vahesel
pal-
judes kude-
des



Markused: 1) SV = sisivesikud; 2) sO6ltumata fibrillide paigutu-
sest rakuvalises ruumis 1iseloomustab neid "voéodilisus"™ (vt.
ulalpool); 3) sidekoes taidavad kollageenid oma funktsiooni
seotuna silsivesikutega (NB! tropokollageeni gliukosullimine); 4)
mitu kollageenide tuupi vdib esineda ka koos (agregeerumine).
Elastiinid. Nende valkude ehituses pole kOik veel selge.
Neil on Gly-, Ala-, Lys- ja Pro-rikkad polupeptiidahelad. Vii-
mastest kujunevad tropoelastiini molekulid (Mr*72 000, umbes 800
AH). Tropoelastiini e. elastiini fibrilli sublhiku ehituses va-
helduvad Gly-rikkad helikaalsed osad Lys ja Ala sisaldavate
lihikeste Idikudega. Viimaste osavOtul moodustuvad omaparased
tsiklilised struktuurid desmosiin ja isodesmosiin. Kolme Lys
aldehilildseks okslideerunud R-grupid Uhinevad 4-nda Lys R-grupiga
(vt. valem). Desmosiin ja isodesmosiin seovad ristsidemetega
(ristliidetega) nii polipeptiidahelaid tropoelastiinis kui Kka
tropoelastiinide molekule elastiini fibrillis, mis vdimaldabki

-NH JXh-
A Ceh2)2 /NH-
ch-Cch ch2)2-ch
) h25°0-0-
, Desmosiini ehitus
(CH2)4
CH
-c/0 4 NH-
2 ahela seostumine 3 ahela seostumine 4 ahela seostumine

Tropoelastiini molekulide (@4 seostumine elastiini FTibrillis

tropoelastiinil ja elastiini Ffibrillil elastselt venida neljas

45



suunas. Gly-rikkad tropoelastiini helikaalsed osad vdimaldavad
venida pikisuunas.

Tropoelastiini molekulide ning elastiini fibrillide seostu-
mine kovalentsete ristliidetega loob ulatusliku vérgustiku( vt.
joonis). Kuna nii iga molekul kui ka vdrgustik on vdimeline veni-
miseks-kokkutdmbeks (NB! erinevalt kollageenidest), siis elastii-
nide rikkad on just perioodiliselt venivad/ld6dgastuvad koed
(veresoonte seinad, kopsud, mitmed sidemed). Elastiinid tagavad
nende kudede suure elastsuse koos samaaegse tugevusega. NB! Oma
biofunktsioone tédidavad elastiinid kompleksides siusivesikutega.

a—-keratiinid. Primaarstruktuuri iseloomustab antihelikaal-
sete AH-jaakide (Pro jt.) minimaalsus ja Cys rohkus (NB! ahelate-
vahelised -S-S- sidemed). Seetdttu on nende sekundaarstruktuuriks
a- heeliks. a-heeliksite baasil tekib ahelatevaheliste disul-

Juukse keratiin Juuksekarva ehitus
Lehninger,b1982
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fiidsidemete abil "koéietaoline”™ protofibrill. 11 protofibrillist
moodustub omakorda mikrofibrill (vt. joonis) jJja viimastest juukse
makrofibrill. Makrofibrillide sadadesse ulatuv kogum, Umbrit-
setuna kutiikulaga, ongi juuksekarv.

a-keratiinid on juuste, killnte, epidermise fibrillaarsed
valgud.

3-keratiinid. Neid valke, millede tilpesindajad on loodusli-
ku siidi ja amblikuvdrgu valk fibroiin, 1iseloomustab Gly- ja Ala-
rohke primaarstruktuur. Nende AH R-d on vadikesemd6dtmelised,
mistdttu fibroiini sekundaarstruktuur on antiparalleelne kihilis-
volditud R-struktuur (vt. valkude sekundaarstruktuur).

Juuste lokkimine ongi a-keratiini heeliksi Uleminek R-kera-

tiinile iseloomulikuks RB-struktuuriks. Rullidele keeratud juus-

tele toimitakse redutseeriva lahusega ja soojendatakse: -S-S- ja
vesiniksidemed lIdhutakse ning helikaalne struktuur muutub Kkihi-
lis-voldituks. Eemaldades redutseeriva lahuse ja pestes juukseid
oksldeerijaga, taastuvad uuesti -S-S-, kuid nodoud juba rullide
poolt loodud voéimaluste jJargi, s.t. juuksed omandavad uue a-

helikaalse vormi (lokid).

Uldistaksime fibrillaarsete valkude kohta kaiva info:

Iseloonustus Pohiline levik
Kollageenid Taluvad suuri koormusi Sidekoed (tugikoed):
ja praktiliselt ei veni kéhred, kddlused, nahk,

selgroodiskid, sidekude
kitsamas mdttes, néait.
kiudsidekude.

Elastiinid Mitmesuunaline elastne Sidemed, veresoonte
venivus (kokkutdmbuvus) seinad
a-keratiinid Tugevad, lahustumatud, Juuksed, suled, kiuuned

kaitsefunktsioonid
B-keratiinid Painduvad, niitjad Looduslik siid
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Loomulikult 1leidub ka vaga olulisi rakusiseseid fibrillaarseid
valke. Nende hulka kuuluvad eeskatt lihaskoe miosiin ja aktiin.
Nende valkude puhul pole aga tegemist nii oOelda 100%-liselt

fibrillaarsete valkudega (vt. téapsemalt lihaskude).

EHITUSTASEMETE UURIMINE

Valk puhastatakse (vt. isoleerimine) ning tema struktuuritasemeid
selgitatakse pohiliselt jargmiste meetodite/vdtete abil:
primaarstruktuur - hidroltiS/ kromatograafia, sekveneerimine;
sekundaarstruktuur - spektropolarimeetria, uitraviolettspektrofo-
tomeetria, 1infrapunane spektroskoopia, 1isotoopvahetus;
tertsiaarstruktuur- elektronmikroskoopia, rdntgenstruktuurana-
lilds, ringdikroismi registreerimine;

kvaternaarstruktuur - elektronmikroskoopia, vrontgenstruktuurana-
lius, elektroforees;

Vaatleksime nende meetodite pdhiolemust ja rakenduseesmérke.
HidrollUlUsi abil 16hutakse polipeptiidahel AH-te seguks (vt. pep-
tiidid) . loonivahetuskromatograafiat kasutatakse valgu AH-se
koostise maaramiseks. Meetod rajaneb AH-te happelis-aluseliste
omaduste erinevustel (vt. peptiidid). Sekveneerimine tdhendab AH-
te jJjarjestuse automatiseeritud mAdramist, kusjuures AH eemalda-
takse polipeptiidahelast Uksteise jarel ja identifitseeritakse
(vt. peptiidid). Spektropolarimeetria on polariseeritud valguse
péérdenurga (erip6drangu) maaramine spektropolarimeetriga. Meetod
baseerub valkude optilisel aktiivsusel (vt. UGlalpool), kusjuures
a-heeliks ja R-struktuur podéravad polariseeritud valguse pare-
male. Mida suurem on korrapdraste struktuuride (a-heeliks, 3-
struktuur) osa antud valgu molekulis, seda suurem on eripddrangu
vadartus. UitraviQlettspektrofotomeetria puhul testitakse spektro-
fotomeetri abil 190 nm juures (peptiidgruppide neeldumismaksimum)
antud valku. Meetod rajaneb hupokroomsusel, s.t. vdrrelduna
reeglipdratu kujuga, Jlangeb a-helikaalse struktuuri valguse
neeldumistase 190 nm juures. Jarelikult saab maarata a-helikaal-
suse suhtelist osa valgu molekulis - mida suurem on hipokroomsus,
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seda kdrgem on a-heeliksi osa molekulis. |Infrapunane_spektr05~
koopia on valgu neeldumisspektri médtmine infrapunases spektri
osas spetsiaalse spektrofotomeetriga. Meetod baseerub polariseer-
itud infrapunase kiirguse neeldumiserinevuste mddtmisel piki ja
risti valgu molekuli orientatsioonitelge. Kuna meetod baseerub
AH R-de orienteeritusel peptiidgruppide suhtes,lubab ta selgitada
regulaarsete struktuuride olemasolu valgus.lsotoopvahetuse meetod
pdhineb sellel, et mida rohkem on valgus deuteeriumiga aeglaselt
vahetuvat peptiidsidemete (iminogrupi) vesinikku# seda kd&rgem on
valgu molekuli helikaalsuse aste. Elektronmikroskoopia rajaneb
kontrastaineid sidunud valgu molekuli osade (elektrontiheduse
tdous; tumedad alad) ja molekuli "puhaste"™ osade (heledad alad)
kvantitatiivsel arvutianaliuusil. Meetod lubab m&drata valgu
molekuli ja tema fragmentide helikaalsust, kokkupakitust ja
subiuhikute olemasolu. Réntgenstruktuuranaliids voimaldab mé&érata
aatomite ruumilist paigutust valgu molekulis, kuna réntgenikiirte
lainepikkused sobivad aatomitevaheliste kaugustega. Just seetdttu
difrakteerivad aatomituuma uUmbritsevad elektronid rontgenikiiri.
Analliisiks vajatakse kristallilisi, raskmetalli aatomit (nait.
Hg) sisaldavaid valgu derivaate (isomorfsed derivaadid). Raskme-
tallid difrakteerivad rontgenikiiri rohkem oma suure elektron-
tiheduse tottu,. Rdontgenikiirguse langemisel kristallile tekib
tema taha paigutatud fotoplaadile difraktsioonipilt, mida iseloo-
mustab suurema (raskmetall) ja vaiksema tihedusega punktide
kogum. Pildistades rontgenikiirte hajumist/peegeldumist valgu-
kristalli erinevatelt tasapindadelt, saadakse erinevad difrakt-
sioonipildid. Viimaste raalanaluus (pidepunktiks on raskmetalli
aatom) vdimaldabki hinnata valgumolekuli ruumilist ehitust.
Ringdikroism (circular dichroism) on dikroismindhtuse kasutamine
valgu tertsiaarstruktuuri selgitamiseks. Dikroism (kr. k. di-
chroos = kahevarviline) on kaksikmurdva kristalli varvuse sol-
tuvus talle langeva valguse suunast. MOO6tes valgukristallis
erinevate Kkiirte, nn. ring-polariseeritud kiirte;neeldumisspek-
trite kuju ja amplituudi (viimased sdltuvad peptiidsideme neel-
dumisvdimest 190-240 nm jJuures ja Trp ning Tyr R-de neeldumis-
vOimest 280-290 nm juures), saame selgitada valgu molekuli kon-
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formatsiooni. Elektroforees on sobiv eeskatt isoensiimide vormide
vordlemiseks, s.t. erinevate SU-te lahutamiseks ja kindlakste-
gemiseks isoensilimides. Kuna SU laengud on erinevad, siis on
erinevate isoensilumide liikuvus elektrivaljas erinev.

Loomulikult kasutatakse valgu ehitustasemete analllisil mitut
erinevat meetodit.
FUUSIKO-KEEMILISED OMADUSED

Fllsiko-keemilised omadused tulenevad valgus sisalduvate AH-
jaakide R-de loomusest, molekuli konformatsioonist ja suurest
molekulmassist. Valkude pdhiomadused on amfoteersus (happelisus-
aluselisus) , puhverdusvdime, kolloid-osmootsus (onkootsus),opti-
line aktiivsus, makromolekulaarsus ja adsorptsioonivdime.
AMFOTEERSUS. Valgud on amfoteersed polielektroliudid, s.t. neil
on happe ja aluse loomus. Erinevalt AH-test (vt. AH) pole termi-
naalsete a-COOH ja a-NH2 roll valgu amfoteersuses markimisvaar-
ne. Selle mé&&dravad polipeptiidahela AH-jaakide ioniseeruvad R- d
(Mr~le 100 000 vastab 50-70 1ioniseeruvat rihma) : Asp ja Glu vaba
-COOH; Asn, GIn ja Lys vaba -NH2; His 1imidasooltuum ja Arg
guanidiingrupp (ndérgalt dissotsieeruvad Cys -SH ja Twr - OH
amfoteersust oluliselt ei mGjuta). Seega annavad happelised AH
(Asp, Glu) valgule happelised omadused, aluselised AH (Lys, Arg,
His) aga aluselised omadused. L&ahtudes pohilistest ionogeensetest
rihmadest ( -COOH ja ~NH2 ), vOime valgu dissotsiatsiooni sdltu-
vust pH-st illustreerida jargmise skeemiga:

COOH COOH Ccoo* coo™ coo- coo-
ﬂﬂ% NHE +HH NH% NHt -H+ NH.
-h o +H+

valk valk valk

p_H«7 pH»7
(happeline pH * isoelektriline (aluseline pH
p||rkonQ) punkt (pD) piirkond)
Poliukatioon Amfioon Polluanioon
ngmaarne Iaeng_on © Summaarne laeng=0 Summaarne laeng on Q
Liiguvad katoodile Elektroforeetiliselt Liiguvad anoodile

liikumatu

Valke 1iseloomustab kindel pl arvuline vaartus (vt. AH), mis
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tuleneb happeliste ja aluseliste R-de suhtest molekulis: mida
suurem on suhe happelised/aluselised, seda madalam on selle
valgu pl. Happeliste valkude pl<7, neutraalsetel on pl 7 lahedal
ja aluselistel pl>7. Fiasioloogilise pH juures (7-7,4) on rakusi-
sesed valgud negatiivse laenguga (valdavalt anioonses vormis),
mida tasakaalustavad anorgaanilised katioonid. Enamike koevalkude
pl on 5,5-7,0 (erandid tulenevad todkeskkonna pH-st: nait. pep-
siini pl=1,0 ; tsutokroom cpl=10,7; lisosuumi pl=11,0).

pl juures on valgud minimaalse lahustuvusega (lahus on
minimaalse stabiilsusega). Summaarse nulllaengu téttu valgu
osakesed agregeeruvad ja valk sadeneb véalja. Valkude summaarse
laengu ja pl alusel toimub valkude lahutamine/puhastamine elekt-
roforeesi jt. vdtete abil (vt. allpool).

Valkude keemias kasutatakse ka lahuste 1isoioonsuse mdistet.
See on valgu.lahus, milles on vaid valk ja ioonid. Valgu isoioonse
lahuse pH-d nim. antud valgu 1isoioonseks punktiks ja seda
valjendatakse voOrdusega:

[H+ 1 + [P1 x Z~ = [OH"™ ],kus
[P] - valgu molaarne kontsentratsioon;
Z" - molekuli keskmine laeng.

Seega sOltub isoioonne punkt (NB! pl aga mitte) valgu kont-
sentratsioonist. Valgulahusest teiste 1ioonide elimineerimiseks
lastakse lahus 1&bi ioonivahetajaid sisaldavast kolonnist.

Valkude amfoliultsusel on ka fisioloogiline aspekt. Nii
seovad mitmed valgud katioone ja anioone. Nait. Na-pump seob Na+
ja K+; lihaskoe valkude poolt Ca2+ sidumine on lihaskontrakt-
siooni ciluseks; terve rida valke on fiusioloogiliselt aktiivsed
vaid kompleksis metallidega (vt. nait. metalloproteiinid).
PUHVERDUSVOIME. Valgud vdivad tédétada puhvritena (s.t. seovad
pé66rduvalt H+ ) tanu dissotsieeruvatele riuhmadele (poluelektro-
lidtsusele). Siiski on nende puhverdusvdime fiusioloogilise pH
vaartustel tagasihoidlik. Erandi moodustavad His-rikkad valgud,
sest His imidasooltuuma puhverdusvdime sobib fisioloogilise pH
vddrtustega. Histidiinirikkaid valke on organismis vdhe. Siiski
on uUks neist, nimelt Hb (sisaldab umbes 8% His), vdimas rakusi-
sene (eritrotsiuudid) puhver. Hb-1 ongi kaalukas osa vere pH
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sdilitamises (lisagem, et vere pH-d aitavad sailitada veel vere-
plasma valgud ning fosfaat- ja bikarbonaatpuhver).
KOLLOID-OSMOOTSED OMADUSED. Enamik valke on hudrofiilsed, mis-
tottu nad lahustuvad kergesti vees. Valgu lahustumisele eelneb
pundumine ( NB! pundumine on iseloomulik kdigile hidrofiilsetele
kdrgmolekulaarsetele Uhenditele). Pundumine. on vee molekulide
tungimine valgu kuivmassi, seostumine polaarsete gruppidega, mis
viib tihedalt kokkupakitud polipeptiidahela(-te) Ilddvestumisele.
Kui jargmiste vee molekulide tungimine valgukristalli eemaldab
valgu molekuli dGldmassist, toimubki valgu lahustumine. See ta-
hendab, et valgu molekul orienteerib laetud osakesena enda Umber
vee dipoolide hidraatkihi (solvaatkihi). Valgu molekuliga seotud
vett tervikuna nimetatakse hiudraatveeks (struktureeritud veeks)
ja seda iseloomustab: -

suur hulk - valgu molekul on veest labi 1imbunud (@ g valku seob
0,3-0,4 g H20) ;

vee molekulide pindmine seostumine pole adsorptsioon (ndrk seos-
tumine) vaid elektrostaatiline (vee molekulid seostuvad valgu
polaarsete, s.t. hidrofiilsete rihmadega: -SH, -OH, -C=0, -COOH
ja ~NH2). See on pindmine hudratatsioon); NH2

suur osa seostuvast veest (uUmbes 2/3 ) seostub aga vesinikside-
mete abil valgu peptiidgruppidega (sisemine hudratatsioon).
Jarelikult, ka rohkete apolaarsete R-gruppidega valgud seovad sel
moel tegelikult rohkesti vett. Nait. kollageenid punduvad oluli-
selt, kuid ei lahustu. NB! Lahustumist takistavad ka ahelatevahe-
lised sidemed, mille Idhkumine kuumutamisega annab peptiidideks
hidrollildsunud ja lahustunud kollageeni e. Zelatiini(-id) . Zela-
tiini vesilahuseid kasutatakse meditsiinis vereplasma asendajate-
na ning ravimite kapslite tegemiseks farmaatsiatddstuses;
mootmete sOltuvus valgust: nait. albumiinid seovad vett kerge-
mini, nende hidraatkiht on marksa suurem kui globuliinidel;
eriomadused (nait. kilmumine -40eC jne.).

Valkude kui koérgmolekulaarsete Uhendite lahused kuuluvad
téeliste (molekulaarsete) lahuste hulka. Lahustunud osakeste
mootmed (1-100 nM) vastavad aga kolloidlahuste dispersiooniast-
mele. Seetdttu evib valgulahus kolloid-siisteemide omadusi:
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l)pusivus - nad ei koaguleeru seismisel (ei sadene téaie-
likult) , kuna nende kolloidolekut stabiliseerivad valgu molekuli
laengud (ioniseeruvad riuhmad) ja hiudraatkiht, 2) vaike difusioo-
nikiirus, nad ei labi biomembraane, 3) madal osmootne rdhk,

4) korge viskoossus ja vOime moodustada soole vdi geele ja 5 op-~
tilised eriomadused (lahuste opalestsents jJja vOime hajutada
ndhtavat valgust).

Vaike difusioonikiirus. Difusioon on lahustunud aine moleku-
lide Uliikumine lahuses madalama kontsentratsiooni suunas. Difu-
siooni tingib poOhiliselt kontsentratsioonierinevus (NB! oluline
on loomulikult soojusliikumine) ning ta toimub kuni tasakaalu
saabumiseni, s.t. lahustunud aine molekulide Uhtlase jaotumiseni
lahuses. Valkude vaikese difusioonikiiruse (vdrreldes vaikeste
molekulidega) peapdhjused on molekuli Kkuiu ja moédtmed (nait.
globulaarsete valkude difusioonikiirus on suurem fibrillaarsete
valkude omast). Difusioonikiirust méjutab ka molekulmass. Valkude
difusioonikiirus on uks limiteerivatest protsessidest rakufunkt-
sioonide reguleerimisel/tagamisel (ndit. ensiuumvalkude difusioo-
nikiirus ribosoomidelt nende toimekohta).

Madal osmootne ro6hk. Kérge molekulmassi tdttu ei difundeeru
valgud l1&bi biomembraanide. See tingibki osmoosi, s.t. vee mole-
kulide difundeerumise labi poollédbilaskva membraani (nait. ka
tsellofaan) valgulahusesse. Vee liikumine valgulahusesse pdh-
justab seal hidrostaatilise r6hu (veesamba rdhk) tdusu, mis
takistab vee molekulide edasist difusiooni valgulahusesse. Sel-
list hidrostaatilist lisardhku (j6udu), mida tuleb rakendada, ta-
kistamaks Jlahusti difusiooni (osmooset tungimist) labi pool-
labilaskva membraani suurema rdhu suunas, nim. osmootseks rdéhuks.
Vdga lahjades valgulahustes so6ltub osmootne rd6hk otseselt valgu
molaarsest kontsentratsioonist.

Kuna valgud ei labi biomembraane (tsutoplasma on aga kol-
loidne sisteem), siis on osmootne rd6hk oluline organismide
elutegevuses (nait. turgor taimerakkudes) . Valkude hudrofiil-
susest tingitud kolloid-rosmootne rd6hk e. onkootne rdhk on NB!
aluseks vee vahetusele vereplasma (tapsemalt plasmavalkude) ja
koevedeliku vahel (vt. vere biokeemia).

53
14



Osmoosil, s.t. sisuliselt sellel,et poollabilaskvad membraa-
nid pole valkudele Ilabitavad, rajaneb valgulahuse puhastamine
lisandeist dialuusi abil. Nimelt madalmolekulaarsed lisandid di-
fundeeruvad poollabilaskvast materjalist kotikeses olevast valgu-
lahusest kotikest uUmbritsevasse lahustisse. Lahusti korduv vahe-
tamine lubabki lisandeid eemaldada. NB! Kotikeses olev valgulahus
lahjeneb tugevasti, seetdttu on vajalik tema kontsentreerimine.

Kérge viskoossus ia vOime moodustada—soole— ja geele ». KOrge
viskoossus tuleneb: kdrgmolekulaarsusest,molekuli kuiust (Fibril-
laarsete valkude lahused on ko6rgema viskoossusega) ja kontsentji
ratsioonist (kontsentratsiooni kasv suurendab molekulidevahelisi
haakumisi). Viskoossust mOjutavad elektroluudid ja temperatuur.
Nait. viskoossus suureneb Ca-soolade lisamisel Ca-sildade tekki-
mise tottu valgu molekulide vahel. Temperatuuri tdusuga Viskoos-
sus véheneb.

Kérge viskoossuse tottu annavad valgulahused soole ((oola-
vust ja Browni Hlitkumist omavaid kolloidsisteeme); globulaarsed
tsutoplasmaatilised valgud on reeglina '"sool-olekus'™ (soolidena) .
Kui viskoossus uletab teatud piiri, tekib sisemise struktuuriga.
voolavuse kaotanud susteem e. geel. "Geel-olekul™, mis on ise-
loomulik just fibrillaarsetele valkudele, on organismide elutege-
vuses vaga oluline fTusioloogiline téhtsus: a) kontraktiilse
funktsiooniga seotud lihaskoe valk aktomiosiin on geel-olekus;

naha, ko&0luste, kdhrede ja luude kollageenid omavad elastsust/
vastupidavust, olles geel-olekus, b) on organisme , kelle kogu
keha on geel-olekus (meduusid).

Lisagem, et toiduks kasutatavad tarretised on sisuliselt
fibrillaarsete valkude geel-olekud.

Rakus eksisteerib teatud uUleminekuid "sool-geel™_fNait.
tsutoplasma on soolitaoline viskoosne vedelik, kus lokaliseeruvad
mitmed geel-olekus olevad struktuurid. Olekud sool ja geel esine-
vad rakus ka Uheaegselt.

Optilised er2Qir\adused. Valgu molekulide mdédtmete ja néhtava
valguse lainepikkuse Uhtivuse tdéttu hajutab/peegeldab valgulahus
valgust. Alates teatud kontsentratsioonist on see nahtav: kulg-
valgustatud valgulahuses nédeme helenduvat (opalestseeruv) koonust
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(Tyndalli efekt). Standardlahuse ja tundmatu valgu lahuse val-
guse hajutamisintensiivsuse mootmisega (nefelomeetria) saab maa-
rata valgu hulka lahuses.
OPTILINE AKTIIVSUS. Valkude optiline aktiivsus (vt. AH) on nende
koosseisus olevate AH-jadkidest ja valgu konformatsioonist tule-
nevate optiliste aktiivsuste resulteeriv suurus.
MAKROMOLEKULAARSUS. Valkude Mr on 4000-5000 kuni mitu miljonit
daltonit (vt. ulalpool). Valkudel, mille primaarstruktuur on
teada (umbes 3000 valku), saab tema Mr arvutada. Kui AH-line
koosseis pole teada, tuleb Mr mdarata eksperimentaalselt. Kor-
rektse tulemuse annab mitme meetodi kasutamine. Adekvaatsemad on
siin: ultratsentrifuugimine (sedimentatsioonanaliuisi meetodid),
elektroforees ja kromatograafia, millede pohisisu kasitleksimegi.

Ultratsentrifuugimine. Nuudisajal on loodud tsentrifuugid,
mille vaakumis oleva rootoriga on saavutatud tsentrifugaaljodud,
mis Uletab umbes 600000 korda maa kulgetdombejdu. Niil saab erineva
Mr-ga (ka tihedusega) komponente lahutada nende sedimentatsioo-
nikiiruse alusel (@reparatiuvsed uitratsentrifuugid) vOiI maarata
sedimentatsiooni parameetrite optilise registreerimisega valkude
Jt. korgmolekulaarsete ainete molekulmassi @naluttilised ultra-
tsentrifuugid) . Mr leidmise votted oleksid:
a) Sedimentatsioonikiiruse meetod. Piisav tsentrifugaaljoud teki-
tab kiuvetis liitkuva piirjoone sadenevaid valguosakesi sisaldava
lahuse ja puhta lahusti vahel. Pirirjoone liikumiskiirus vdimaldab
leida sadeneva valgu sedimentatsioonikoefitsiendi (5), mis SiIsu-
liselt peegeldabki sedimentatsioonikiirust:

s=(dx/dt)/w2, kus

s - omab ajalist méotu jouuhiku kohta, Uhikuks on Svedberg = 1S.
(1S=10~13 sekundit; valke iseloomustab 1-200 S, s.t. 1*10 13 -
200X10-13 sekundit* Uhiku nimi parineb ultratsentrifuugi looja
Svedbergi nimest); X - komponendi kaugus rootori poorlemistel-
jest, cm; t - aeg, S; dx/dt - sedimentatsioonikiirus; w - rooto-
ri poorlemise nurkkiirus, radiaan/s.

Mr arvutatakse Svedbergi valemi jargi:

Mr= sRT/D (1-yy ).,kus

S - sedimentatsioonikoefitsient; R - universaalne gaasikonstant,
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erg/(moolx kraad); T - absoluutne temperatuur (Kelvini skaalas);
D - difusioonikoefitsient,cm2/s, y- valgu osakese partsiaalne
erimaht (s.o. mahu suurenemine Ig kuivaine lisamisel lahusti suu-
rele, kindlale hulgale; valkudel on see 0,74); y- lahusti tihe-
dus, g/cm3. Valemi kOik suurused on leitavad eksperimentaalselt,
b) Sedimentatsiooni tasakaalu meetod. Rakendades tsentrifugaal-
Joudu, mille puhul sedimentatsioonikiirus jJa sadenemisele vastas-
suunas toimiv difusioonikiirus on vordsed, saame Mr leidmiseks D
elimineerida. Maarates optiliselt komponendi kontsentratsiooni
(© rootori poorlemisteljest kaugusel x, saame arvutada Mr:
Mr=2RTIn*c/w2 x2 d-f? )
See meetod on marksa mugavam, nduab aga homogeenset valgulahust.
Elektroforees. (Tiselius, 1937) See on menetlus, mille alu-
seks on laetud osakeste liikuvus alalisvoolu elektrivéaljas.
Nimelt, komponendi elektroforeetiline liikuvus elektrivaljas
sO6ltub otseselt komponendi summaarsest laengust (tuleneb kompo-
nendi 1onisatsioonist, puhvri pH-st ja i1oontugevusest). See
lubabki lahutada erinevaid komponente. Elektroforeesi alaliigid
on labiviimise tehnika jargi:
a) frontaalne(vaba) elektroforees - puudub tahke kandja, mistottu
lahutatavad komponendid liiguvad vabalt U-kujulistes tdrukestes.
Kandja puudumine ei luba aga elektroforeesida kiirelt difundeeru-
vaid vaikesi molekule (nairt. aminohappeid).
b) tiSonjialng ..elektroforees tahkel kandjal - selle levinuima ala-
liigi konkreetne nimetus tuleneb tahkest kandjast (nait. paber =
paberelektroforees; tarklisgeel, agar-agargeel, poluakrudlamiid-
geel = geelelektroforees jne.). Lahutatavad komponendid jaotuvad
(liikuvuse alusel) kandjal kitsaste tsoonidena, mis varvituna Voi
elueerituna identifitseeritakse. Eelistatumad on geel-kandjad;
kuna nende poorne struktuur tagab lahuse suure ™ vaba mahu™ tdttu
elektroforeesi Kkiiruse ja lahutuvuse olulise kasvu (vOrreldes
nait. paberiga). Agar-agargeeli kasutatakse labipaistvuse ja
osakeste kiire difusiooni tottu tavaliselt valkude immunoelektro-
foreesil. Meetodi nimetus tuleneb sellest, et kandjal elektrofo ~
tfeesiga lahutunud valke i1dentifitseeritakse (saadakse nn. elektro-
foregramm) antikeha-antigeen reaktsiooniga (pretsipitatsiooni-
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reaktsioon). Levinuim on aga poluakrutlamiidgeel (PAAG), mille
lahutuvus oluliselt Uletab teiste geelide lahutuvuse. See geel
asetseb tavaliselt vastavates klaastorukeses (menetluse t66-
nimetus on diskelektroforees).

Diskelektroforeesi PAAG-1 kasutatakse ka valkude jt. korg-
molekulaarsete ainete Mr mdaramiseks. Menetlus on lihtsustatult
jargmine. Markervalkudega (Mr teada) :ja tundmatu valguga soorita-
takse diskelektroforees. Markervalkude Iliikuvuse alusel tehakse
kalibreerimisgraafik: Mr versus suhteline liikuvus. Sellelt saa-
megi leida uuritava valgu Mr (vt. joonis; antud valgu puhul oli
see ligikaudu 100 kDa).

Elektroforeesi tehakse detergendi Na-dodetsuulsulfaadi (SDS)
Juuresolekul. SDS sidunud valgud on negatiivse laenguga, mistottu
nende liikuvus sOltub praktiliselt molekulmassist. SDS [1dhub
oligomeerse valgu ka subuhikuteks, mistdttu saab maarata ka
Uksitkute subuhikute Mr. Tapsemaid tulemusi annab PAAG-
elektroforeesi puhul sfaarilisema kujuga valk. Seetdottu I6hutakse
eelnevalt mittesftaarilise valgu konformatsioon. Igal juhul aga
elimineeritakse disulfiidsillad.

c)isoelektriline fokuseerimine - laetud komponente lahutatakse
nn. amfolrinidel pH-gradiendir abil. Komponent liigub pH-gradien-
dis kohani, kus komponendi pl saab vdrdseks pH-pgpa (s.t. tema
elektriline laeng kaob). Jarelikult komponendid jagunevad pl
alusel tsoonidesse, mida jargnevalt varvitakse ja identifitseeri-
takse vOrreldes markervalkude liitkuvusega.

d) isotahhoforees (kr.k. tachys = kiire) - komponente lahutatakse
nende liikuvuse alusel PAAG-1 puhvri pidevas voolus. Puhver-
susteem valitakse selline, et lahutatavad laetud osakesed oleksid
margatavalt erineva liitkuvusega. Uuritav proov viiakse kahe
puhvri piirimaale, mistdttu komponendid reastuvad jarjestikku,
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elektroforeetilise liikuvuse alusel. Jargnevalt liiguvad kompo-
nendid (sailitades omavahel kindla vahe) elueerimiskambrisse,
millest nad elueeritakse puhvri pideva vooluga.

Kromatograafia. See on segus olevate erinevate komponentide
fuusikalis-keemiline lahutamine, mis p&hineb komponentide palju-
kordsel Umberjaotumisel liikuva ja liikumatu faasi vahel. Liikuva
faasi voolus edasikantavad komponendid siirduvad liitkumatusse
faasi, kust nad toob uuesti valja pealevoolav puhas liikuv faas.
Umber jaotumise paljukordsus ongi menetluse kdrgselektiivsuse
sisuline pbhjus. Kodiki lahutatavaid komponente iseloomustab ka
jJaotustegur (K . Nait. K=cx /c2 , kus cx ja c2 on komponendi
kontsentratsioon vastavalt liikuvas (nait. butanool) ja Iliikuma-
tus (nait. kandjaga seotud vesi) faasis. Lahustuvuse (Jaotustegu-
guri) erinevuse tottu on lahutuvate komponentide liikumiskiirus
faaside kokkupuute piirkonnas erinev, mis pohjustabki komponen-
tide eraldumise Uksteisest. Lihtsustatult: liitkuvas faasis pare-
mini lahustuva komponendi Hiikuvus on suurem.

Kromatograafia menetlusi voib liigendada lahutusprotsessi
loomuse jargi (adsorptsioon-,jaotus-, 1i1oonivahetus- jJa sadestus-
kromatograafia); liikuva faasi agregaatoleku iargi (vedeliku- ja
gaaskromatograafia); komponentide lahutumisjargse tootlemise iar-
gx (elutsiooni- ja i1lmutamismenetlus) ja liikumatu faasi (nait.
adsorbent + vesi) asukoha jargi (kolonn- ja kihtkromatograafia).

Kromatogra.afia POhimenetlused i1a nende kombinatsioone

Lahutus- Adsorpt- Jaotus- looni- Sades- Adsorpt- Jaotus-
protses- sioon- kromato- vahetus- tus- sioon- kroma-
si loo- kroma- graafia kromato- kroma- kroma- tograa-
muse tograafia graafia tograa- tograafia fia
Jargi . :

Liitkuva Vééelikukromatogra¥%¥a fia Gaask}omatogrgafia
faasi agre-

gaatoleku

jargi

Eahutumis— Elutsiooni- I Imutamis- E lutsi oonimenetlus
Jargse toot-

luse jargi

Liikgmatu Kolonn- Kiht- Kolonn- Kiht- Kolonn-

faasi kroma- kroma- kroma- kroma- kromatograafia
asukoha tograa-  tograa- tograa- tograafia

Jargi fia fia fia
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Adsorpf.si onnkroTTiat-ocaraafia (Tsvett, 1903) . Komponentide la-
hutumise aluseks on nende erinev adsorptsioon kolonnis voi plaa-
dil oleva teralise vdi Kkiudja adsorbendi pinnal ndrkade sidemete
abil. Adsorbent koos temale kantud vedelikuga on liikumatu faas,
vooluti (nait. butanool) aga liikuv faas. Kolonnkromatograafia
puhul kantakse lahutatav segu kolonnis olevale adsorbendile ja
voolutatakse eluendiga. Toimub (ulalkirjeldatud) lahutumine faa-
side vahel ja komponendid valjuvad kolonnist kindlas jarjekorras:
kdige ndrgemini adsorbeerunud komponent valjub esimesena. Liikuva
faasi voolus valjuvate komponentide registreerimine toimub detek-
toriga vastava parameetri (-te) alusel (optiline aktiivsus, u/v
neeldumismaksimum, murdumisnaitaja, elektrijuhtivus jt. ). Moot-
mistulemused registreeritakse kromatogrammina (tavaliselt graafi-
kuna) , mille maksimumide ehk nn. piikide kaugus graafiku algus-
punktist iseloomustab eraldunud komponenti kvalitatiivselt ja
pi ndala kvantitatiivselt. Toodud menetluse kohta sobivad eespool
toodud jJargmised terminid: adsorptsioonkromatograafia, vedeliku-
kromatiograafia, kolonnkromatograafia, elutsioonimenetlus. Lisa-
gem, et elutsioonimenetluses valjutatakse lahutunud komponendid
litkuva faasi vooluga uksteise jarel. Elutsiooni efektiivsust
suurendatakse liikuva faasi koostise ja/v0i pH sujuva (@ra-
dientelutsioon) vOi siis jarsu (astmeline elutsioon) muutmisega.

Kui adsorbendi Ohuke kiht on kantud mingile alusele (nait.
klaasplaadile), on tegemist (Ohukese) kihtkromatograafiaga. Tuup-
menetlus on sel puhul jargmine. Lahutatav segu kantakse plaadi
serva laheduses olevale stardijoonele. Plaat asetatakse kaldu
voolutusndusse nii, et stardijoonega serv oleks voolutis. Voolu-
tusndu suletakse tihedalt. Vooluti liigub Ule stardijoone, haarab
lahutatavad komponendid kaasa ja toimub ulalkirjeldatud palju-
kordne Umberjaotumine faaside vahel. Voolutamine I6petatakse, kui
vooluti front on joudnud 2-3 cm kaugusele stardijoone vastasser-
vast, plaat kuivatatakse jJa piserdatakse ilmutiga (ilmutusmenet-
lus). Faaside pirirpinnale jaadnud lahutunud komponendid muutuvad
ilmuti toimel varvilisteks laiqukesteks. Nende identifitseerimine
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toimub komponendi frondisuhte e ._liitkumiskiiruse koefitsiendi (RP)
vordlemisel markerkomponentide Rf-ga. Lisagem, et Rf=a/b, kus a
on lahutatava segu komponendi [Iiikumiskaugus (m6ddetakse laigu
keskpunktist stardijooneni) ja b on vooluti frondi [Ii1tkumiskaugus
stardijoonest (mm). Ulaltoodud menetluse kohta sobiksid terminid
adsorptsioon-kromatograafia, vedelikukromatograafia, Kkihtkromato-
graafia ja ilmutusmenetlus.

Jaotuskromatograafia (Martin, Sing, 1961) . See menetlus ra-
jJaneb komponentide paljukordsel jaotumisel (vt. jaotustegur) voo-
lava vedeliku vOi gaasi jJa inertsel kandjal kilena seotud vedeli-
ku vahel. Tuupmenetlused oleksid jargmised.

Lahutatava segu ja testsegu mikrokogus kantakse kromato-
graafiapaberile (eriline filterpaberi liik) tdmmatud stardijoo-
nele. Paberiga, tapsemalt tselluloosiga seotud vesi on liikumatu
faas ja vooluti (butanool-aadikhape-vesi vOi fTenool-vesi-ammo-
niaak jt.) on liitkuvaks fTaasiks. Paber pannakse hermeetilisse
kambrisse stardijoonega servapidi voolutivannikesse. Kui see on
kambri Ulalosas, H€iigub vooluti ulalt alla (langev voolutus),
vastupidisel juhul on tegemist aga tdusva voolutusega. Vooluti
frondi jJoudmisel stardijoone vastasservast 3-4 cm kaugusele,
voolutamine Idpetatakse, paber kuivatatakse ja rakendatakse
i lmutusmenetlust. Lahutunud komponendid identifitseeritakse,
vOrreldes nende Rf markerkomponentide Rf-ga. Antud menetluse
kdibetermin on paberkromatograafia. SO6luvalt menetluse tehnilis-
test tingimustest, 1iseloomustavad teda ka terminid jaotuskromato-
graafia, vedellk-vedelikkromatograafia (s.t. sitsteem on vedelik-
vedelik), i1lmutusmenetlus.

Litkuvaks faasiks vdoib olla ka mingi 1iner,tgaas (argoon, hee-
lium jt.), Hliikumatuks faasiks aga mittelenduv vedelik (glut-
serool, poluetuleenglikool jt.), mis on fikseeritud kolonnis
asuva-L tahkel kandjal. Lahutatav segu viiakse gaasina (V01 auru-
na) Hliikuvasse faasi ja lastakse labi kapillaarkolonni. Toimub
paljukordne Umberjaotumine susteemis gaas/vedelik. Gaasivoolus
valjuvad komponendid registreeritakse detektoriga ja identifit-
seeritakse kromatogrammi alusel (vt. Ulalpool). Sellist menetlust
iseloomustavad terminid jJaotuskromatograafia, qgaasi-vedelikkro-
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matoaraafia. kolonnkromatograafia ja elutsioonimenetlus. lgapée-
vane tootermin on gaaskromatograafia (Martin et al,1958).

Kui liikumatuks faasiks on mingi adsorbent (tavaliselt kae-
tud vedelikuga), siis kasutatakse gaaskromatograafia tapsemaks
i1seloomustamiseks terminit gaas-adsorptsioonikromatograafia (\B!
See on adsorptsioonikromatograafiline menetlus).

loonivahetuskromatograafia. Komponentide lahutumise aluseks
on i1oonivahetus vedela liikuva faasi ja i1oniidi ( kationiidi e.
katioonivahetaja vol anioniidi e. anioonivahetaja) kui HBitkumatu
faasi vahel. Tuupmenetlus toimub jargmiselt. Kationiidi negatiiv-
selt laetud ruhmade kulge viiakse eeltodtlusega katioonid. Peale-
kantava uuritava lahuse katioonsed komponendid asendavad katio-
niidil ekvivalentse hulga katioone (katioonivahetus). Komponendid
elueeritakse kolonnist astmelise elutsiooniga (vt. ulalpool). Kui
on tegemist anioonivahetusega on anioniidi positiivselt laetud
rihmade kilge eelnevalt viidud anioonid.

Seda kromatograafiamenetlust rakendatakse biokeemias eeskatt
aminohapete, valkude ja nukleiinhapete lahutamisel.

Sadestuskromatograafia. Komponentide lahutumise aluseks on
nende tsonaalne sadestumine liikumatu faasi pinnale ja sademete
erisugune lahustuvus liikuvas faasis.

Eelnev oli kromatograafia menetluste tuupliigendamine. Bio-
keemiaalastes toddes on levinud aga ka menetlus, mis rangelt
voetuna ei kuulu nimetatud klassikaliste menetluste hulka, kuigi
sisaldab neile iseloomulikke momente. See on geelkromatograafia,
mis pohineb makromolekulide erineval jaotumisel ( s6ltuvalt mole-
kuli suurusest ja kujust) polumeerse geelmatriitsi graanulites
oleva lahusti (litkumatu faas) ja litkuva lahusti vahel. Geelmat-
riitsina kasutatakse slnteetilisi vaike vOi1 tugevasti hiudra-
tiseerunud poliusahhariide (dekstraane e. sefadekse, agaroosi).
Geelil graanulitel on kindla labimdédduga poorid (sdltub polumeerse
aine ehitusest, polUmerisatsiooni tingimustest ja polUmeriseeruva
aine kontsentratsioonist). Vooluti paigutub seega nii graanulite
sisse, kui ka nende vahele. Lahutatav segu kantakse kolonnis
olevale geelile. Pooridest suuremad molekulid labivad vooluti
voolus vaid graanulite vahelise tee ning valjuvad kolonnist
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kiiremini, kuna pooridest vaiksemad molekulid peavad labima nii
graanuleid kui ka graanulitevahelise tee. Seega tootavad sellised
geelid molekulaarsoeltena lahutades komponente (valgud, polu-
nukleotiidid, ensuumid, antikehad jne.) molekulide mbddtmete
jargi. Seetdttu nim. seda menetlust ka geel-filtrimiskromatograa-
fiaks e. lihtsalt geelfiltratsiooniks (Porath, Flodin, 1959).

Kui geelil struktuuri on viidud bioloogilist spetsiifilisust
omav fragment (nim. ka afiant), siis lahutatava segu kolonnist
labilaskmisel seob afiant (keemiliselt) ko&rge spetsiifilisusega
vaid talle komplementaarse molekuli (nait. paljude valkude hul-
gast vaid teatud valgu isovormi). Ulejaanud komponendid valjuvad
voolutiga. Seotud komponent elueeritakse hiljem teistsugustes
tingimustes. Geelkromatograafia seda alaliiki nim. afiinsuskroma-
tograafiaks . Menetlust kasutatakse vajalike komponentide tuhande-
kordseks kontsentreerimiseks/puhastamiseks (nait. fruktoosi to6s-
tuslik tootmine; antikehade isoleerimine jne.).

Geelfiltratsiooni kasutatakse koérvuti ultratsentrifuugimise
ja diskelektroforeesiga ka valkude Mr mddramiseks. Eelnevalt
kalibreeritakse sefadeksi sisaldav kolonn, lastes sealt l&abi
testvalgud Mr teada) Ja konstrueeritakse lineaarne graafik: log
Mr versus testvalgu elutsioonimaht (ml) . Lastes nuud kolonnist
1abi uuritava valgu, saame tema elutsioonimahu jargi graafikult
leida tema orienteeruva Mr. Menetlus on Kkiire ja lihtne.

VALKUDE ADSORPTSIOONIVOIME. See d). tahtis just bioloogilisest
aspektist. Nimelt, valgud vdivad oma pinnale adsorbeerida mitme-
suguseid aineid ja i1oone (hormoone, vitamiine, rasvhappeid,
bilirubiini, rauda, vaske, ravimeid jt.). See muudab nad lahustu-
vateks voi blokeerib nende toksilisust. Valgud transpordivad neid

vere vahendusel kudedesse, kus nad lulituvad metabolismi VvOi
tehakse kahjutuks.

LAHSUTUVUSE SOLTUVUS MITMESUGUSTEST FAKTORITEST

Valkude lahustuvust me ké&sitlesime ka nende fuusiko-keemiliste
omaduste raames (vt. kolloid-osmootsus). Kuna aga valkude lahus-
tuvus Ja vaijasadestamine on seotud mitmesuguste biokeemiliste
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(biomeditsiiniliste) kisimustega, vaatleksime valkude Ila-
hustuvust aktsendiga just nendele aspektidele. Kuna enamik valke
on veeslahustuvad (on aga ka rasvlahustuvaid ja raskelt lahustu-
vaid valke), puudutab jargnev info valkude vesilahuseid.

Iga faktor, mis mOjutab valgu molekuli summaarset laengut ja
hiudratatsiooni, méjub tema lahustumisele vees. Valkude lahustuvus
sO6ltub seega: valgu molekuli ehitusest, keskkonna temperatuurist,
pH-st, lahusti i1oontugevusest ja polaarsusest.

VALGU EHITUS JA LAHUSTUVUS. Mida rohkem sisaldab valgu molekul
hidrofiilseid gruppe, seda parem on tema lahustuvus vees. Tei-
salt, kui valgus on palju vastasnimeliselt laetud riUhmi, siis
1oonsete sidemete rohkus vahendab antud valgu lahustuvust (vt.
fibrillaarsed valgud). Nait. kollageenid seovad vett rohkem kui
paljud hastilahustuvad globulaarsed valgud, kuid nad ei lahustu
puhtas vees.

TEMPERATUUR JA LAHUSTUVUS. Temperatuuri tdusuga kasvab valgu
lahustuvus. Selline sO6ltuvus pole aga absoluutne (nait. tempera-
tuuri tostmisel pepsiini, lihaste fosforulaasi lahustuvus suure-
neb, Hb lahustuvus vees ja soolalahustes aga vadheneb). Siiski
voib uldistada, et valkude lahustuvus suureneb teatud temperatuu-
rini  (umbes 40°C) ning hakkab koérgematel temperatuuridel jarsult
vdhenema denaturatsiooni jJa koagulatsiooni tottu.

KESKKONNA pH JA LAHUSTUVUS. Valgu lahustuvus ja tema lahuse pu-
sivus on minimaalne selle valgu pl juures. Summaarne null-laeng
voimaldab valgu osakestel kleepuda ja sadeneda. Moddukalt happe-
lises voi1 aluselises keskkonnas on valk katioon (V01 anioon) ja
reeglina ta ei sadene (ekstreemsete pH vaartuste juures toimub
denaturatsioon ja koagulatsioon, vt. allpool).

LAHUSTI I0ONTUGEVUS, POLAARSUS JA LAHUSTUVUS. Soolalahuste mdju
valgu lahustuvusele sdltub nende i1oontugevusest. Teisisdnu, valgu
lahustuvus sOltub soola kontsentratsioonist lahuses, soola loo-
musest jJa lahuses olevate ioonide laengust. Soolalahuse 1oon-
tugevust valjendab valem 1=1/2 Zz°, kus mi on i-ndat Iiiki
ioonide kontsentratsioon jJa zi nende laengusuurus. Lihtsamalt
voib aga valgu lahustuvuse soltuvust soolalahuste i1oontugevusest
iseloomustada jargmiselt.
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Madalal kontsentratsioonil (1oontugevus madal) suurendajad
neut raal soolad (NH4)2S04, MgS04, Na2S04, NH4C1 jt. valkude lahuAz
tuvust. Seda nim.sissesoolamiseks (salting-in). Nait. valgud, mis
puhtas vees ei lahustu, lahustuvad taoliste soolade ndrkades
lahustes. Sissesoolamise pdhjused on jargmised: soolaioonid
lisavad vett valgu hudraatkihti; soolaioonide interaktsioon valgu
ioonsete gruppidega védhendab valgu molekulis ioonsidemete tekke
voimalusi. Korgel kontsentratsioonil (ioontugevus kdrge) sadesta-
vad neutraalsoolade lahused valke pddrduvalt ja seda eriti efek-
tiivselt nende valkude pl-de juures. Seda nim. vaijaSQQlamiSeks
(salting-out) ja selle pOhjused on jJargmised: soolaioonid (ka-
tioonid, anioonid) seovad endaga hiudraatkihi vett (dehldree-
rimine) ja neutraliseerivad valguioonide laenguid. Kui lisada
valgu sademele vett, siis valk lahustub (N\B! vaijasoolamise
po6rduvus), kusjuures valgu natiivsed omadused sailuvad. Anioonid
on reeglina tugevamad vaijasoolajad kui katioonid. Neid mdlemaid
saab selle efekti jargi ka reastada lUotroopsesse ritta.

S0Z° > CH, CO0™ > CI'" > NO'; > I'" > Br' > CNS"
Li+ > Na+ > K+ > Rb+ > Cs+
Vettsiduvad neutraalsed orgaanilised lahustid (vahempo-

laarsed) nagu etanool, atsetoon, metanool jt. sadestavad valke
nende vesilahustest. Sisuliselt on see vaijasoolamisele analoogne
protsess. Molekuli polaarsusest tingituna valgud reeglina orgaa-
nilistes lahustites ei lahustu. Mitmed solvendid ( dimetuulsul-
foksiid, dikloordadikhape) on aga head valkude lahustajad.
VALKUDE SADESTAMINE PRAKTILISEL EESMARGIL, Valkude sadestamisega
on seotud ka praktilised probleemid, mistdottu on oluline teada
valkude kvantitatiivse sadestamise uldisi votteid. Nimelt,
k6érvaldada tuleb valgu osakest stabiliseerivad faktorid - laengud
Ja hudraatkiht. Summaarse laengu kdrvaldamiseks viiakse keskkonna
pH vastavusse valgu pl-ga. Jargnevalt eemaldatakse hiudraatkiht,
kasutades soOltuvalt eesmargist poorduvat sadestamist (NH4)2S04~ga
voi poordumatut sadestamist mineraalhapetega, raskmetallide soo-
ladega voi alkaloididega. Alkaloidide voi raskmetallisoolade
puhul lisatakse eelnevalt pisut hapet voi alust, viimaks valgu



molekuli sadestava 1ooni suhtes vastasmargiliseks (kiirendab
summaarse laengu neutraliseerimist). Kui sadestamiseks kasuta-
takse etanooli vOi1 atsetooni, tuleb valgu denaturatsiooni
valtimiseks kasutada kulmi lahuseid (O° kuni +4€C).

Valkude sadestamist rakendatakse: 1) valkude puhastamisel,
nait. ka antiseerumite (globulaarsed valgud) saamisel (vt. ka
valkude puhastamine); 2) biovedelike (veri, uriin, Iliikvor)
vabastamiseks valkudest, mis segavad mitmesuguseid teisi kliini-
lis-laboratoorseid uuringuid; 3) kiireks valgu olemasolu tuvasta-
miseks (nait. haige uriinis); 4) ensuumreaktsiooni peatamiseks
ensuumide aktiivsuse maaramisel; 5) haavade primaarsel toot-
lemisel pindmiste koevalkude kalgendamiseks tanniini jt. vahendi-
tega, valtimaks koevalkude lagunemist toksilisteks produktideks.

DE-JA RENATURATSIOON

Denaturatsioon e. denativatsioon on valgu bioaktiivsuse kadumine

fuusiko-keemiliste omaduste jarsu muutumise tottu. Kuna 16hutakse

norgad (mittekovalentsed) sidemed, kaob valgu natiivne konformat-

sioon (NB! peptiidsidemed sailuvad). Denaturatsioon poOhjustab

jargmisi muutusi:

- primaarstruktuurist kdrgemate ehitustasemete sisuline kadumine,

mis tingib ka bioaktiivsuse kadumise (nait. enstumaktiivsuse

kadumine): NB! kui on tegemist oligomeerse valguga, siis toimub

k6igepealt dissotsiatsioon subUhikuteks;

- peptiidsidemete kerge kattesaadavus proteoluutilistele en-

suimidele voimaldab valke hdlpsasti hudrolidsida;

- hudrofoobsed R-d paigutuvad molekuli pinnale, mistottu valgu

lahustuvus oluliselt vaheneb;

- vabade tioolrihmade hulga kasv;

- suureneb valgulahuse viskoossus, véheneb valgu difusioonikiirus

jJa elektroforeetiline liikuvus;

- valgu optiliste omaduste oluline muutumine (nart. optiline ak-

tiivsus, Tyndall®i1 efekt, adsorptsioonispektrid jne.).
Denaturat5iooni faktorid vdivad olla flisikalised ja keemi-

lised. Nii nait. denatureerivad soojusenergia (50-60eC juures
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denatureerub enamik valke), vibratsioon (nait. muna kloppi~110n-
ultraheli ja ioniseeriv kiirgus valke eelkdige vesinik- ja i1oon-
sidemete 16hkumise tottu. Keskkonna pH on vaga oluline keemilis-
bioloogiline faktor, sest valgud on reeglina bioaktiivsed usna
kitsas pH-vahemikus. Valjaspool seda alluvad nad kergesti denatu-
ratsioonile. Alkaloidid (pikriinhape, tanniin jt.) ja raskmetal-
lide soolad denatureerivad valke, andes nn. valkhapetega komp-
lekssooli, mis on lahustumatud. Mineraalhapped 016huvad vesinik-
jJa i1oonsidemeid. Vaheneb ka valguosakeste hudrofiilsus, toimub
nende agregatsioon ja sadenemine. Kul vOtta hapet liias, siis
valk lahustub hiudroliisi tottu (konts. HNO3 puhul hudroluusi el
esine). Tugevas aluses omandab valk negatiivse laengu. Tekkivate
valkhapete soolade tottu ei toimu sadenemist (vaatamata denatu-
reerumisele) . Orgaanilised happed (CC13 COOH, sulfosalitsutlhape)
dehudreerivad valke ja elimineerivad laenguid ning valk denatu-
reerub/sadeneb efektiivselt. Etanool jt. orgaanilised lahustid
moodustavad valgu molekuliga vesiniksidemeid ning mdjuvad
hidrofoobsetele AH-jaakide R-le. Detergendid (nait. SDS) moodus-
tavad I0hutud sidemete asemele uusi (pohiliselt vesiniksidemeid),
kusjuures tekivad piusivad detergent-valk struktuurid. Karbamiid
(8-10 M) ja guanidiinkloriid ( 2W) on efektiivsed oligomeerse
valgu subuhikuteks I0hkujad (téaiendavate vesiniksidemete moodus-
tamise kaudu).

Denaturatsiooni biomeditsiinilised aspektid. Bakterite sur-
mamine desinfitseerimisel piiritusega on nende valkude/ensulumide
denaturatsioon. Raskmetalli mirgistuse puhul antakse kannatanule
suur portsjon toorest munavalget voir piima. Nende valgud denatu-
reeruvad/sadenevad raskmetallide kompleksidena maos. See blokee-
rib raskmetallide imendumise verre jJa neid saab valkseotuna
maost eemaldada.

Palavik on organismi kaitsereaktsioon denatureerimaks ( kor-
ge temperatuuriga) haigust tekitanud mikroorganismide valke.
Haavade primaarse tootlemise votete kompleksis on ka pindmiste
koevalkude denatureerimine, valtimaks valkude miurgiste lagupro-
duktide teket. Maomahl (HC1!), aga ka liha keetmine denatureeri-
vad (k&anavad lahti) valkude ehitustasemeid, muutes peptiidsi”
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demed proteolulutilistele seedeensuumidele kattesaadavamaks.
Enstumteraapias, organite siirdamisel jne. tuleb valtida kasuta-
tava biomaterjali denatureerumist. Tavaliselt kasutatakse selleks
aeglast kulmutamist ja jargnevat hoidmist -20°C juures, jahuta-
mist ja hoidmist mitte Ule +2eC, kilmas kullastatud sahharoosi
voi glutserooli lahuses hoidmist,luofiliseerimist, tootlus- ja
sailitamislahuste vastava pH valimist, ensuumvalgu sailitamis-
lahusesse tema substraadi lisamist jne.

Renaturatsioon. Valgu vaijasoolamise puhul taastub parast
vastava faktori elimineerimist valgu natiivsus. Kuidas on see aga
denaturatsiooni puhul? Luhiajalise pehmetes tingimustes toimuva
denaturatsiooni puhul (nait. karbamiidiga) jargneb denaturatsioo-
nifaktori eemaldamisel valgu esialgse konformatsiooni ja tema
bioaktiivsuse spontaanne taastumine. See ongi renaturatsioon e.
renativatsioon (vt. joonis). Jarelikult pole denaturatsioon alati

1- denaturatsioon
2- renaturatsioon

poé6rdumatu. Poordumatus soOltub sisuliselt denaturatsiooni
sligavusest. Oma osa on ka lisafaktoritel (nait. denatureeriva
faktori toime kestvusel jne.).

Renaturatsiooniprotsessi tdhtsus seisneb jJargmises: 1) ta
on sisuliselt kaitsevdimalus, tanu millele organismis toimuvad
lidhiajalised tingimuste muutused er vii valke/ensuume kohe
"rivist” valja; 2) tdestab, et primaarstruktuuris on pohiline
info kdrgemate ehitustasemete loomiseks (NB! renaturatsiooni
spontaansus); 3) kuna taastub just natiivne konformatsioon, siis
on see ka kdige stabiilsem konformatsioon.

Biokeemias ja meditsiinis kasutatakse tihti mdoistet "koagu-
latsioon”™ (kalgendumine). Koagulatsioon on denaturatsioon + agre-
gatsioon + sademe teke. NB! Denatureerunud valk aga el pruugi
alati esineda sademe vormis (vt. aluste denatureeriv toime).
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Enamik valke koaguleerub 70-100°C juures VOl ka alkaloidide,
mineraalhapete, raskmetallide soolade toimel (tekivad lahustuma-
tud kompleksid valkudega).

INDIVIDUAALSETE VALKUDE ERALDAMISE JA PUHASTAMISE MEETODID

Valgu fTuusiko-keemiliste ja bioloogiliste omaduste ning tema
koostise ja ehituse uurimiseks tuleb isoleerida ta homogeense
individuaalse valguna. See on usna tdomahukas, jargmisi ndudeid
arvestav protseduur. 1) Orgaanilise keemia klassikalised meetodid
(destillatsioon jt.) valkude puhastamiseks eir sobi, kuna paljud
reagendid, korge temperatuur jt. faktorid denatureeriksid/koagu-
leeriksid natiivse valgu. 2) Isoleerimisprotseduur peaks toimuma
nn. pehmetes ning jJjahedates tingimustes: temperatuur 2...4°C
(ideaalne oleks kulmtuba), fusioloogiline pH piirkond, stabili-
seerivate agentide juuresolek (sahharoos, glutserool jt.), jahu-
tusseadmetega tsentrifuugid jt. seadmed, osaliselt puhastatud
materjali sailitamine -18° kuni -20°C juures jne. 3) Rakendatavad
selektiivsed meetodid peavad lahutama mikrokoguseid. 4 Isoleeri-
tud valgu puhtuse (individuaalsuse) kontroll viidagu labi mitme
erineva meetodiga.

Konkreetsed isoleerimisvotted valitakse lahtudes antud valgu
koelisest (rakulisest) lokalisatsioonist (struktuurne voéi lahus-
tuv valk), Tfuusiko-keemilistest omadustest (pl, Mr jt.) ja tema
ehitustasemetest. Tinglikult koosneb valgu puhastamismenetlus
jargmistest protseduuridest: homogeniseerimine, diferent.siaal-
tsentrifuuaimine, ekstraheerimine, fraktsioneerimine, puhastamine
lisandeist, kdrcrselektiivne Puhastamine, homogeensuse kontroll.
HOMOGENISEERIMINE. See on bioloogilise materjali (organid, koed,
rakud) peenestamine/purustamine Uhtlaseks massiks rakuliste
struktuuride Idhkumisega. Levinuim on klaasist vdi plastikust
kolviga silinderjas homogenisaator (vt. joonis). Tugeva materjali
homogeniseerimiseks kasutatakse lIdikenugadega homogenisaatoreid,
harvem kuulveskeid. Mikroorganismide rakud purustatakse ultrahe-



Kolbhomogenisaator (1- kolb, 2- korpus)

li, osmootse Zoki vdi pressiga. Homogeniseerimise tulpsegu on: 1
osa materjali + 10 osa 0,25 M sahharoosi lahust (isotoonilisena
rakuorganellidele ja puhvrina pH-pa tavaliselt 6,5-7,4). Enamasti
lisatakse veel stabiliseerimiseks MgCIl2, raskmetallide sidumiseks
etuleendiamiintetraatsetaati (EDTA) ning tihti ka detergente
(SbS, DOC jt.). Osalise puhtusastmega rakuorganellide fraktsioo-
nide saamiseks homogenaati tsentrifuugitakse.
DIFERENTSIAALTSENTRIFUUGIMINE (vt. skeem) on tsentrifugaaljou
astmeline tostmine komponentide lahutumiseks sedimentatsioonikii-
ruste alusel (vt. eespool). Jargnev on levinud tuupskeem.

Homogenaat
I | 600-1000 g,10 min.
/ Sade (terveksjaadnud rakud,rakutuumad)
Supernatant

(sademe peale jaav lahus)
10 000 g, 10 min.
I
Sade (mitokondrid, lusosoomid)
Supernatant
100 000 g, 60 min.
Il
SupernatantJSade (mikrosoomid= purunenud EPR-st tekki-
(vabad ribosoomid, nud ribosoomidega kaetud partiklid)

lahustuvad valgud)

Saadud I6ppsupernatant allutatakse tavaliselt ekstraheerimisele
(vt. allpool). Sadet voib ka i1ga astme jJarel resuspendeerida
puhvris (nim. pesemiseks) Ja korrata tsentrifuugimist samades
tingimustes. Nil1 saab antud organellide fraktsioonist veelgi
rohkem elimineerida teisi komponente. Nuudisajal kasutatakse
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laialdaselt aga ka ultratsentrifuugimist tiheduscrradiendia. See
menetlus lubab Uhekordse tsentrifuugimisega lahutada ( tUsnagi
puhtalt) subtsellulaarseid fraktsioone (vt. joonis). Gradiendis
tsoonidena lahutunud ( sisuliselt oma tiheduse alusel) komponen-
did eemaldataksegi tsoonidena (fraktsioonidena) tsentrifuugi
rootori kivetist. Levinuim on sahharoosilahuse tihedusgradient.
Antud menetlust saab kasutada ka mingi poolpuhta fraktsiooni
puhtusastme tostmiseks. Siis viiakse gradiendile vaid puhastatav
fraktsioon ning gradient tehakse astmeline.

Tsutosool 1,05

Golgi aparaat 1,10 sahharoosilahuse

tihedus (@/1)

Mikrosoomid 1,15
Mitokondrid 1,20
Lusosoomid 1,25
1,50
1,59

Jaotumine tihedusgradiendis

EKSTRAHEERIMINE. See on menetlus komponentide lahutamiseks nende
jaotuvuse/lahustuvuse alusel mitmetes lahustites nagu vesi,
orgaanilised vedelikud, soolalahused, detergentide lahused jt.
Lahustit koos ekstraheerunud materjaliga nim. ekstraktiks,
ekstraheerimisjaadki rafinaadiks. Kuna keskkonna pH mdjutab oluli-
selt valkude jaotuvust ekstraheerimisprotseduuris, siis kasuta-
takse puhversiusteeme. Tulppuhvriks on nn. Tris-puhver, tavaliselt
tris(hudroksumetiul)-aminometaani ja HC1 kombinatsioonidena.

Ekstraheerimismaterjaliks on tsentrifuugimise teel saadud
rakuorganellide fraktsioonid ja lahustuvate valkude heterogeensed
segud (seedendred, aga ka tsentrifuugimise nn. lahustuvad frakt-
sioonid) . Intaktseid rakke ja koetukke kasutatakse harva.

Ekstraheerimisega puidtakse saada valkude lahn.si-ny frakt-
sioon . mis sisaldaks olulisel maaral meid huvitavat valku Tei-
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sisbnu, saavutatakse isoleeritava valgu osaline puhastumine, kuna
halvemini ekstraheeruvad valgud elimineeruvad. Levinud on
detergentide (SDS, DOC, Triton X-100 jt.) Hlisamine ekstraheeri-
missegusse. Pindaktiivsetena Idhuvad nad lipiid-valk komplekse ja
valk-valk sidemeid. See soodustab membraansete valkude eraldumist
membraanidest. NB! Detergendid tingivad aga oligomeersete valkude
dissotsiatsiooni subuhikuteks. Ekstraheerimisele jargneb enamasti
konkreetse valgufraktsiooni eraldamine.
FRAKTSIONEERIMINE. Valkude ekstraktist puitakse eraldada frakt-
sioon, milles oleks ka isoleeritav valk. See pole kull koérg-
selektiivne meetod, kuid rajanedes valkude hudratatsiooniastme,
pl ja laengulistele erinevustele, vdimaldab ta vabaneda enamikest
lisavalkudest. Tuupvotted on: vai jasoolamine (fraktsioneeriv,
isoelektriline) ,fraktsloneerimine orgaaniliste lahustitega ja se®
lektiivne denaturatsioon.

Fraktsioneeriv valiasoolamine. See on sisuliselt sadestamine
erineva ioontugevuse toimel. Nait. lisades (NH4)2S04 poolkil-
lastuseni, sadenevad globuliinid (vereseerumist, munavalgulahu-
sest) . Sade elimineeritakse tsentrifuugimisega. Supernatanaile
lisatakse ammooniumsulfaati taiskullastuseni albumiinide valja-
sadestamiseks. Nii saab ka antiseerumeid (globuliinid) puhastada.

Exaktsigneerimine. orgaaniliste lahustitega (etanooli atse-
toon i1t.) . See on sisuliselt sadestamine dehildrateerivate ainete-
ga. Valkude hidraatkihi erinevus voimaldab neid fraktsioneerivalt
sadestada. Tooksime illustratsiooniks vereplasma valkude sadesta-
mise (N\B! madal temperatuur valdib valkude denatureerumise).

* albumiinid (0% piiritus, pH=4,8 ja -5°C)

* ax -globuliinid (8% piiritus, pH=5,2 ja -5€C)

* a2 -globultinid (40% piiritus, pH=5,8 ja -5€0)

* - ja y-globuliinid (5% piiritus, pH=6,9 ja -5°C)

* fibrinogeen (@% piiritus, pH=7,2, -3€C)

Isoelektriline sadestamine. Kuna valgu vaijasadestamine
toimub tema pl juures (stabiilsus minimaalne 1), valditakse val-
dava osa ballastvalkude kaasasadenemine.

Selektiivne denaturatsioon. Temperatuuri tdstmine 50-65°C
vol pH viimine kuni 5-ni denatureerib enamiku valkudest. Kul aga
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isoleeritav valk neis tingimustes ei denatureeru, saab selle
menetlusega lahusest eemaldada osa ballastvalke.

PUHASTAMINE LISANDEIST. Kui eelnevad menetlused on taganud juba
suhteliselt puhta isoleeritavat valku sisaldava lahuse, jargneb
reeglina eelneva, s.t. nn. jamepuhastusreagentide jaakide (soolad
Jt.) ja natiivsete madalmolekulaarsete lisandite eemaldamine.
Selle eesmark on tagada edaspidi rakendatavate korgselektiivsete
meetodite maksimaalne efektiivsus taiesti puhta valgu isoleerimi-
seks. Lisandeid eemaldatakse ultrafiltratsiooni, dialudsi* jJa
geelfiltratsiooniga* * vt. valkude omadused).

Ultrafiltratsioonil fTiltreeritakse valgulahus rdhu all l13bi

spetsiaalse ndu (cell™) pbhjas olevast nn. molekulaarsest (memb-
raansest) Tiltrist. Filtrile jaavad pooridest suuremad makromo-
lekulid.
KORGSELEKTIIVSED MEETODID. Neird meetodeid iseloomustab see, et
puhastatavat materjali vajatakse vaga Yai&f _kagnjs, nad on ,korge
IZhut. lbvgim&.ga ja nad el kahjusta biostruktuure. Tanu kdérgele
lahutusvoimele vdimaldavad nad praktiliselt madalmolekulaarsete
lisandite vabast valgulahusest isoleerida individuaalse valgu.
Need meetodid on reeglina paijuastmelised (kaskaadsed). s.t.
puhastatav materjal allutatakse paljudele lahutamise Uksik-
staadiumidele. Selgitagem!

Liikugu valkude A ja B segu labi kolonni (kandja jne.). Kuna
neid litkumapanevate ja kinnihoidvate jdudude resulteeruv suurus
on erinev, toimub A ja B jark-jarguline lahutumine kuni taieliku
eraldumiseni.*Kolonni Uht 0160iku saab vastaval ajamomendil vaadel-
da lahutumise Uksikstaadiumina. Selle paljukordsus lahutabki
komponendid.

Korgselektiivsete menetluste hulka kuuluvad ultratsentrifuu-
gimine, kromatograafia, elektroforees, 1mmunokeemilised meetodid.
1.Ultratsentrifuugimine. Ultratsentrifuugimisel (diferentsiaal-
tsentrifuugimine, tihedusgradiendis tsentrifuugimine jne.) on ho-
mogeense valgu fraktsiooni saamise aluseks erinevate valguliste
komponentide mdotmete, Mr ja tiheduse erinevus. Tsentrifugaaljoud
on liitkumapanev, difusioon aga vastassuunaline (takistav) joud
(vt. ka valkude omadused ja diferentsiaaltsentrifuugimine).
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2.Kromatograafia. Pohiinfo on toodud valkude omaduste juures.
Siin esitaksime vaid konkreetsete menetluste lahutusvoimet maara-
vad pohitegurid: adsorptsioonkromatoaraafia - adsorbendi adsorpt-
sioonivOoime antud valgu jaoks; jaotuskromatograafia - antud val-
gu jaotuvus/lahustuvus mittesegunevais vedelikes; 1oonivahetus-
kromatograafia - valgu amfioonsus; lisagem, et valkude puhul
kasutatakse tavaliselt DEAE-tselluloosi (anioniit) ja KM-tsellu-
loosi ( kationiit), mis on vastavalt tselluloosi dietuulamino-
etuul- vor karboksumetutlderivaadid; geelkromatograafia - Mr ja
molekuli mdé0tmete erinevused; afiinsuskromatograafia - valgu
spetsiifiline seostumine kandjal oleva vastava ligandiga.

3 .Elektroforees.-Pdhiinfo on toodud valkude omaduste juures,
seetdttu piirdume vaid konkreetse menetluse lahutusvOime pohi-
faktorile viitamisega: frontaalne elektroforees - valkude eri-
nev ionisatsioon; tsonaalne - erinevused laengu margis ja laengu
suuruses; NB! menetluse lahutusvdime soOltub ka kandiast, seda
illustreerib vereseerumi valkude naide (vt. allpool) ;isoelektri-
line fokuseerimine - valkude erinevast ionisatsioonist tulenev pl
erinevus; 1isotahhoforees - Mr, laengu margi ja laengu suuruse
erinevused.

4 _Immunokeemilised meetodid. Need on Kkiired koérgselektiivsed
meetodid, mis baseeruvad immuunreaktsioonil antikehade (Ab) jJa
antigeeni (Ag) vahel. Ab on antiseerumi ehk Immuunseerumi iImmuno-
globuliinid, Ag on aga nait. uuritav valk. Biokeemilise spetsii-
filisuse alusel (vt. valkude primaarstruktuur) toimuvas Ab ja Ag
reaktsioonis tekib kompleks Ab-Ag (@retsipitaat). Pretsipitat-
sioonireaktsiooni intensiivsus sOltub: Ag kontsentratsioonist,
temperatuurist, pH-st, keskkonna i1oontugevusest. Immuunseerumi
madalaimat lahjendust, mis veel annab Ag toimel pretsipitaadi,
nim. seerumi tiitriks.

Antikehade enamlevinud kasutamisvotted on sadestamine geelis
Jja margistatud ainete sidumine.

A Sadestamine geelis. Geeli kohas, kus Ab ja Ag sisaldus
ekvivalentne, tekib nahtav sademe tsoon (band). Selle paksus,
kuju ja paigutus naitab Ag suhtelist hulka ja homogeensust. Kui
antigeeniks on puhastatav valk, saame hinnata tema homogeensust
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vol seda valku puhastada, isoleerides tema bandi. Geelis sadesta-
se tuupmenetlused on immunodifusioon ja immunoeiroforees,
Ilede pbhivariante uUldistatult vaatlemegi.

Immunodifusioon (vt. joonis) toimub agar-agargeelis, mis on
Petri (Petri tassi puhul viiakse geeli Uhte
valjaldikesse Ab, teistesse Ag). Kasutatakse [liht- ja kaksikdi-
fusiooni. Viimast saab teha Uhemddtmelise voi kahemdotmelise,
immunodifusioonina Ouchterlony jargi (vt. joonis). Kdigi
menetluste puhul naitab pretsipitatsioonibandide arv erinevate
Ag-de arvu uuritavas lahuses. Kui 1isoleerime jargnevalt Uhe
konkreetse bandi, saab menetlust kasitleda puhastamisena.

m
mi

torukeses voOi tassil

nende

Antigen

Trr

Precipitin bonds j
ot equivolence for<
each ontigen 1 Antieerum
in ogar
Precipitin!
(Agar gel)

ONE DIMENSION-SINGLE
IMMUNODIFFUSION (OUDIN
TUBE)(Antigen diffuses from

Antieerum”
TWO DIMENSION-DOUBLE IMMUNODIFFUSION

J.B.

mootmelise
agar-agargeeli
elektroforeetiline
naidet,

overlay into ogar containing
antiserum where precipitin lines
form at the equivalence points
for each separate antigen)

Henry, 1991,

aste 1).

Clinical

immunodifusiooni

lahutamine
Jargnevalt viiakse geeli

ONE DIMENSION-DOUBLE
IMMUNODIFFUSION (Antigen
diffuses into agar from overlay
while antibody diffuses from
below. Precipitin bands form
at equivalence points for
each separate antigen)

Company)

Immunoelektroforees on elektroforeetilise
kombinatsioon.
augukujulises valjaldikes oleva uuritava

diagnosis management

liikuvuse alusel

OUCHTERLONY ( Antigens and ontibody diffuse
radially into agar. Precipitin bands form at equivolence
points for each separate ontigen. Location and arrange-
ment of wells in agar can vary to compare a voriety
of antigens and antibodies)

(W.B. Saunders

lahutamise ja kahe-
Esmalt sooritatakse
lahuse
(vt. vereseerumi
rennikujulisse

valjaldikesse multivalentne antiseerum (erinevate Ab segu) ning
teostatakse elektroforeetilisele liikumisele (Jooniselt vasakult
paremale ) ristisuunaline Immunodifusioon. Tekivad valkudele (Ag-
le) vastavad pretsipitatsioonikaniitid. Nende suhtel j Rnnnis



vastab antud valgu suhtelisele hulgale. Bandi elektroforeetilise
migratsiooni jargne asend peegeldab valgu identsust (individuaal-
sust) . Kui kasutada monovalentset siusteemi (Uhte tuupi Ag), Saame
vaid Uhe bandi, mille isoleerimine annab iIndividuaalse valgu.

Applicotion well for serum sample (or.tigens) Pre Alb

Pre Alb

©

Anti-humon serum in trough (ontibody)

Agor gel cooting gloss slide or plostic strip Step 2: Precipitin lines form following two

dimensional immunodiffusion reaction
in agar after applicotion of specific
antiserum in trough. (Incubate in moisl
chamber overnight)

Step I: Separation of serum protein fractions
by electrophoresis in agar gel

Immunoelektroforeesi uldistatud skeem
J.B. Henry,1991, Clinical diagnosis management (W.B. Saunders
Company)

Lopetaksime elektroforeesi teema lahutusvdimet iseloomustava
uldise joonisega (inimese vereseerumi valgud, pH 8,6, i1oontugevus
0,1 Uhikut). Stardipunkti naitab joonisel vasakul olev must nool,
s.t. migratsioon toimub vasakult paremale (anoodile).

I - frontaalse elektroforeesi elektroforegramm (saadud optilise
tiheduse alusel). Vereseerumi valgud on lahutunud viieks frakt-
siooniks - albumiin, -, a2 -, - ja y-globuliinid. Naeme, et
albumiinil on suurim, y-globuliinil aga vaikseim litkumiskiirus.
Fraktsiooni all olev arv naitab fraktsiooni %-ti seerumi koguval-
gust. NB! Vereplasma annab seerumiga identse pildi v.a. Tibrino-
geeni band (- ja y-globuliinide vahel;

Il - tsonaalse paberelektroforeesi ilmutatud elektroforegramm.
Menetlus (8-18 tundi) Ilahutab vereseerumi valgud samuti 5-6
fraktsiooniks;

11l - tsonaalse tarklisegeeli kasutamisel saadud elektroforegram-
mil on aga 8-10 bandi. Seega annab luhike @ tundi) protseduur
oluliselt parema lahutumise kui eelmised menetlused. NB! 2-3
tunnine tsonaalne elektroforees PAAG-il annab aga kuni 30 bandi
(patoloogilise seerumi korral isegi kuni 35-40 bandi) ;
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IV - immunoelektroforeqrammil agar-agargeelil on 15-20 bandi, mis
on mdonevorra selgepiirilisemad ja laiemad kui teiste menetluste
puhul. Ka on mdnede valkude migreerumine (vorreldes teiste menet-

Elektroforeesimenetluste vordlus: 1- RB-lipoproteiin; 2-
transferriin @Q°"-transferriin C); 3- <R -lipoproteiin, 4- a2
-makroglobuliin; 5- haptoglobiin (& erinevad haptoglobiinid) ; 6-
tseruloplasmiin; 7- o”-glukoproteiin; 8- albumiin; 9-prealbumiin
10- 1gG; 11- B~lipoproteinin; 12- o™-lipoproteiin; 13- IgM

B) Margistatud ainete sidumine. Meetodi pdhimdisted on:
D siduv valk, taupjuhul on see Ab (vdib olla aga moni muu valk,
nait. transkortiin)kui transportvalk kortisooli maaramiseks);
2) margistamata ligand, nait. Ag (kaibetermin on Mkulm™ ligand);
3 sama ligand margistatult, nairt. Ag* (n. MkuumM ligand). Mar-
gis on radioaktiivne, ensumaatiline, Tluorestseeruv. Tuupme-
netlused oleksid jargmised.
RADIOIMMUNQLQOGILINE MAARAMINE (radioimmunoassay = RIA). Sino-
natmid on saturatsioonianaliids ja konkurentse sidumise meetod.
RIA-s Uhendub immuunreaktsioon radioisotoopide maaramistund-
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likkusega. RIA aluseks on Ag ja Ag* konkurents Ab kindla arvu
sidumiskohtade parast. Selgitagem!

Kui Ag+Ag* votta Ulehulgas, siis Ab sidumiskohtadest ei
piisa kogu Ag ja Ag* samaaegseks sidumiseks. Kuna aga Ab seob
molemat ligandi( s.t. Ag ja Ag*) vOordse sugulusega , siis sOltub

seostuva Ag vl Ag* hulk otseselt suhtest [Ag]/[Ag*].msSeda kdike
saab valjendada jargmiselt:

Ag
Ag

Reaktsioonide tasakaalustumisel on keskkonnas olemas seega Ag-Ab
ja Ag*-Ab. Standardtingimustes on Ab-ga seotud Ag* hulk
poordvordelises soOltuvuses konkureeriva Ag kontsentratsioonist
(\B! uuritav valk). Jarelikult Ag kontsentratsiooni suurendami-
sel vadheneb kompleksi Ag*-Ab lulituva Ag* hulk. Kasutades Tik-
seeritud kogust Ab ja Ag* ning uuritava Ag erinevaid hulki,
saame teha kalibreerimisgraafiku (Ag*-Ab hulk vs Ag hulgad).
Selle graafiku abil saame edaspidistes katsetes leida antud Ag
hulka (see vOoib olla ka puhastatav valk) tundmatus uuritavas
lahuses.

seotud Ag*, %
Ax-i)

lisatud Ag (suhtelised hulgad)

Menetluse Uheks véotmemomendiks on sidumata j&anud Ag ja Ag
ektsaktne eemaldamine keskkonnast spetsiifiliste sorbentidega
(aktiveeritud susi, silikageel, sephadex jt.).

RIA modifikatsioonidest on levinuim IRMA (J—-mmuo.oradxometr3C
assay) - Selle puhul kasutatakse hoopis puhastatud-nargistatud
antikehi (Ab*) . Inertsele kandjale (Sephadex) viiakse tireotroop-
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se hormooni a- subuhikule komplementaarsed Ab. Sellele seostub
TSH, mille hulka saab maarata TSH R- subihikule komplementaarsete
Ab abil Ab) .

Sephadex <— Ab(a)<;—— TSH(a/R)<-—— Ab* (®)

ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAX (ELXSA). Sunonuumid on 'enzyme
immunoassay' Jja maaramine immunosorbendiga seotud ensuumi kaudu
(IgE vO1 AgE) . ELISA-s Uhendub Ab spetsiifilisus ensuumaktiivsuse
maaramisega. Kasutatakse Ab vOi Ag, mis on konjugeeritud
hélpsasti maaratava ensuumiga (B! see ongi nn. ensudm-
margistamine) . Vorreldes RIA-ga on ELISA vaba radioaktiivsusest
ja lihtsamini automatiseeritav. ELISA kasutab Ag maaramiseks
konkurentsi meetodit vOi k.aks.i.kant..ikehade meetodite Spetsiifti-
liste Ab madramiseks rakendatakse ELISA kaudset meetodit.

Konkurentsi meetodi puhul lisatakse maaramissegusse Kkindel
hulk ensuummargistatud Ag (AgE) ja teadmata hulk Ag. AgE ja Ag
konkureerivad spetsiifiliste Ab-de sidumiskohtade parast (vt.
skeem) . Jargneb inkubeerimine ja sidumata jaanud jaakide valja-
pesemine puhvriga.

Ab
30)-
I/I 90> - 4
7" OE 0) -

tahke kandja AQE

Jargnevalt Ilisatakse enstuumi substraat (S) ning maaratakse
ensuun>»aktiivsu.s/ mis standardtingimustes korrel pp u b Ab-ga
seostunud AgE hulgaga. Seega: AgE + Ag lisamisel ja ainult AgE
lisamisel saadud naitude vahest saab kalibreerimisgraafiku alusel
arvutada Ag hulka. Meetodi pohipuuduseks on see, et i1ga Ag Vvdoib
vajada E sidumiseks erinevat meetodit. See on valistatud kaksik-
antikehade meetodi puhul, kus kandjal olevate Ab-ga pannakse
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reageerima tundmatu kontsentratsiooniga uuritava Ag lahus (vt
skeem) . Tekib spetsiifiline Ag-Ab. Siis lisatakse AgE, inkubeeri-
takse, pestakse ja peale S lisamist maaratakse ensuumaktiivsus.
Standardtingimustes korreleerub see spetsiifilise Ag hulgaga

proovis.
Ab-Ag

tahke kandja

Spetsiifilise Ab hulga maaramiseks kasutatakse ELI SA kaudset
(mitteotsest) meetodit, kus eeldatavat Ab sisaldav lahus (nait.
seerum) pannakse reageerima tahkele kandjale viidud spetsii-
filiste Ag-ga (vt. skeem). Spetsiifiline Ab seostub, vdédrmole-
kulid pestakse valja ning jargneb ensuummargistatud anti-Ig
sidumine, pesemine ja S lisamine. Standardtingimustes maaratud
ensuumaktiivsus korreleerub Ab hulgaga uuritavas lahuses.

Ag
Ab lahus c c
»
C inkubatsioon ~ 17
pesemine >

tahke kandja

Koigl ELISA modifikatsioonide tundlikkust saab oluliselt tosta,
kui rakendatakse ensuumide,amplikatsiooni (enzyme amplication).
Nait. AgE kuljes olev ensuum muudab oma substraadi produktiks,
mis on mingi teise ensuumi jaoks kataluutiline paastikmolekul
(aktivaator), s.t. vallandab selle teise ensuumi toime. See teine
ensuum on valitud aga selline, et tema produkt on eriti inten-
siivse varvusega. NB! Touseb meetodi tundlikkus ning teise
ensuumi aktiivsust pole vaja madrata vahetult ELISA siUsteemis.

FLUORESTSENTS IMMUNQLQQGIA (Fluorescense i1mmunoassay, EXA) puhul
Uhendub 1mmuunreaktsioon Tluorestsentsiga. Kandjale seotud Ag

79



seostatakse (vt. skeem) Tluorofoor-margistatud Ab-ga (AbF). Jarg-

kandja

neb tootlus ultravioletkiirgusega ja uuritava antigeeni olemasolu
sedastamine fTluorestsentsi iIntensiivsuse registreerimisega. See
menetlus on FIA levinuim vote ehk otsene immunofluorestsentsi
test (direct immunofluorescense test). FIA kasutatakse oletata-
vate Ag-de avastamiseks koeldikudes, elusrakkudes ja nait. vere-
rakkude subpopulatsioonide identifitseerimiseks.

VALGU HOMOGEENSUSE KONTROLL. Kui korgselektiivsete meetodite abil
on isoleeritud homogeenne i1ndividuaalne valk, siis pultakse
teda puhastada madalmolekulaarsetest lisanditest ultrafiltrat-
siooni*, geelfiltratsiooni*, dialuusi*, kristalliseerimise, lUo-
filiseerimise abil ¢ vt. valkude omadused ja puhastamine).

Kristalliseerumine on antud aine uUlekillastatud lahusest
selle aine kristallide eraldumine. Lahusesse jaavad ballastained.
Liaofiliseerimine on aine kontsentreerimine lahusti eraldamise
teel (makromolekulide puhul madalal temperatuuril) vaakuumi
tekitamisega. Lisandite eraldamise mOnede meetodite puhul (nait.
dialuds) valgulahus tugevalt lahjeneb ja tema lahust tuleb uuesti
kontsentreerida (nait. ultrafiltratsiooni abil).

Valgu homogeensust (individuaalsust) kontrollitakse multi-
meetodilise analilsiga, kusjuures homogeensust peavad tdendama
erinevad menetlused. Kasutatakse jargmisi kontrollmenetlus!:
1D ultratsentrifuugimine- homogeenne valk sadeneb analuutilise
tsentrifuugi kivetis Uhe tsoonina, mis on automaatselt regist-
reeritav vastava optilise seadeldise abil;

2) isoelektriline fokuseerimine- isoleeritud valgu pl peab Uhtima
teoreetiliselt arvutatud (Wi kasiraamatust leitud) pl-ga;

3 kataluutilise voi hormonaalse aktiivsuse test- kul tegemist on
ensuumvalguga voi hormonaalse valguga, siis maaratakse vastavalt
tema ensiulUmaktiivsus vO01 hormonaalne aktiivsus ja puutakse
seejarel teda veelgi puhastada. Kui aktiivsused téiendaval puhas-
tamisel ei muutu, vOib valku lugeda homogeenseks;

4) kaksik-immunodifusioon (vt. i1mmunokeemilised meetodid)- ainult
Uhe pretsipitatsioonibandi teke tdendab individuaalset valku;
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5 kristallisatsioon - NB! kristallide teke atsetooniga,
(NH4)2S04 jt. ainetega ei naita veel alati homogeensust, sest
kristalle annab ka valk, milles on 2-4% lisandeid.

Kui puhastatud valk pole veel taiesti individuaalne (homo-
geenne) , tuleb teda sobiva kdrgselektiivse meetodiga taiendavalt
puhastada ja teha uus multimeetodiline homogeensuse anallls.

KLASSIFIKATSIOON

Struktuurse klassifikatsiooni kohaselt eristatakse lihtvalke
(koosnevad ainult AH-jaakidest) ja liitvalke (sisaldavad peale
AH-jaékide ka mittevaLgulist komponenti e. prosteetilist ruhma;
kr.k. prostheto = lisa). Lihtvalke liigendatakse pohiliselt kon-
formatsiooni jJargi, arvestades aga ka nende lahustuvust. Liit-
valke eristab prosteetilise ruhma loomus (vt. skeem).
LIHTVALGUD.

1 _Fibrillaarsed valgud (skleroproteiinid= "kdvad" valgud) on
niitjad, enamasti kdrvutiste polupeptiidahelatega valgud. Reegli-
na iseloomustab neid: mehhaaniline vastupidavus, kailtse- ja tugi-
funktsioon, lahustuvus hapetes mitte vees, AH-jaakide (Gly,
Pro,Hyp,Ala ) uUhekulgne sisaldus, vastupidavus denaturatsioonile.

Kollageenid on kd6luste, kbdhrede, luude, dentiini, naha fib-
rillaarsed valgud (vt. fibrillaarsete valkude ehitus ja side-

VALGUD
y/ (proteiii
Lihtvalgud Liitvalgud
(apoproteiinid) (holoproteiinid)
Fibrillaarsed Globulaaxsed - Fosfoproteiinid
yalgud valgud - Kromoproteiinid
(skleroproteiinid) - Glukoproteininid
- kollageenid - albumiinid - Lipoproteiinid
- elastiinid - globuliinid - Nukleoproterinid
- keratiinid - histoonid - Metalloproteiinid
- Ffibroiinid - protamiinid - Konjugeerunud ensuumid

muosiinid

prolamiinid

8l
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kude) . Keetmisel annavad kollageenid osalise hudroluusi
produktina zelatiine. Elastiinid on arteriseinte, kddluste,
kéhrede valgud (vt. TfTibrillaarsete valkude ehitus ja sidekude) .
Keratiinid on epidermise, juuste, villa, kiunte jt.
epidermaalsete rakkude sinteesiproduktide valgud, mida
iseloomustab kdrge Cys sisaldus (vt. fTibrillaarsete valkude
ehitus). Fibroiinid on spetsfunktsioonidega valgud nagu
verehuubimisfaktor fibrinogeen voil siidikiudude valk fibrorin.
Fibroiine, kollageene, elastiine ja keratiine nim. varem ka
proteinoidideks (valgutaolisteks) .

2 Globulaarsed valgud on ellipsoidse kujuga, arvukaim val-
kude ruhm (siia kuuluvad sisuliselt kdoik lihtensuumid, praktili-
selt koikide konjugeerunud ensuumide ja paljude teiste Iliitval-
kude valguline osa, valgulised hormoonid jne.).

Globulaarseid valke iseloomustab reeglina lahustuvus
fusioloogilises lahuses, nende lahuste kolloid-olek, denatureer-
uvus, sekundaarstruktuuris a-heeliksi prevaleerumine, isovormide
rohkus. Nende liigendamine baseerub pdhiliselt lahustuvusel,
arvestatakse aga ka lokalisatsiooni ja funktsioone.

Albumiinide 1ia globuliinide, kui globulaarsete valkude pdhi-
rihmade vordlev iseloomustus on toodud alljargnevalt.

LAHUSTUVUS ALBUMIINID GLOBULIINID
- dest. vesi +
- poolkiul-tud (NH4)2S04 lahus + NB! — (sade)

- kdllastatud (NH4)2S04 lahus NB! — (sade)

- kiullastatud Naz2S04 lahus + — (sade)

- ndérk NaCl lahus + +

- kullastatud NaCl lahus +

HUDRATXSEERITUS tugev nork

HAPPEL ISUS-ALUSEL ISUS enamikus happe- norgalt happe-
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ELEKTROFOREES
- liikuvus

- pohifraktsioonid
(vereseerumi kui
mudel1 puhul)
MOLEKULMASS
ESINDAJAID

Albumiinid

- vere kolloid-osmootse rohu

lised, pl=4,6-4,7;
polianioonid
fusiol. pH juures

kiire litkumine
anoodile (polu-
anioonsed,pH 98)

1 homogeenne
albumiinide
fraktsioon

15 000-80 000
vereseerumi albu-

miinid, laktalbumiin,

ovoalbumiin

POHIFUNKTSIOONID

vee vahetus kudede ja vere vahel;

rasvhapete, vitamiinide,

kolesterooli, ravimite jne.

port korge adsorptsioonivoime tottu;
vere pH sailitamine (puhverdusvoime).

Globultinid

konjugeeruvad kergesti
pordis (nait. vere lipoprote

konjugeeruvad ka SV-tega;

seovad spetsiifiliselt

nid);

lised vOi neut-
raalsed,
p!'=6-7,3

aeglane,
anoodile
(H 8

4 fraktsiooni:
“" a2 "R"" y-
globuliinid
100 000 ja ule
vereseerumi
globuliinid,
laktoglobuliin,
ensuumid

tagamine umbes 75% ulatuses ning

trans-

piididega, s.t. osalevad nende trans-
i

mitmesuguseid komponente ja on nende

transportijad (nait. transferriin transpordib rauda);
kaitsefunktsioon (nait. Ab);

rida teisi uUlesandeid (nait.

ensuumkataluts jt.)

Markused: 1) Albumiinide ja globuliinide eristamise pdhiaspekt on

erinev lahustuvus (NH4)2S04 lahuses jJa destilleeritud vees.
veres on R-laktoglobuliin,
Siiski

pole aga absoluutne.
tub poolkillastatud (NH4)2S04 lahuses.
toodud klassifikatsiooni.

See
mis lahus-
aktsepteeritakse

2) Albumiinide 1a globuliinide suhe



veres on normaalses organismis pusiv suurus (n. valau koefit-
sient) . Kuna suhe muutub haiguste korral, omab valgu koefitsiendi
maaramine kliinilist tahtsust (vt. vere biokeemia).

Histoone iseloomustab: ) madal Mr (11 000-22 000); 2) Lys ja
Arg rohkusest tulenev aluselisus (pl1=9,5-12,0); 3) omaparane lo-
kalisatsioon kudedes (kr. k.histos = kude), tapsemalt hulkraku-
liste organismide rakutuumas, kus nad esinevad nukleoprotei illide-
na : positiivselt laetud histoonid (polukatioonid) on elektrQ-
staatiliselt seostunud negatiivselt laetud kromatiini.—DNA-ga
(suhe histoon/DNA on uUhe lahedane). Histoonitaolisi valke esineb
ka ribosoomides ja viirustes. Bakterites tuupilised histoonid
puuduvad; 4) osalemine genoomi aktiivsuse regulatsioonis.

Loomorganismides esineb histoonide 5 pdhitudpi. Nad erine-
vad sisuliselt Lys/Arg poolest ja neid tahistatakse "H'-ga.

H1 Lys/Arg = 19 Lys rohkesti 28%)
H2 Lys/Arg = 1,9 Lys moodukalt  (11%)
H%b Lys/Arg = 1,1 Arg méddukalt (10%)
M3 Lys/Arg =0,7 Arg rohkesti (14%)
Ha Lys/Arg =0,7 Arg ja Gly rohkesti (Arg=13%)

Histoonide struktuurne funktsioon valjendub nukleosoomidfi
moodustamises (v.a. HX). Nukleosoomidena stabiliseerivad/sai-
litavad nad DNA kompaktset konformatsiooni ja seega ka kromatiini
ning kromosoomide ehitust. Histoonide reaulatoorne funktsioon
valjendub geneetilise info DNA-It RNA-le Ulekande reguleerimises-
blokeerimises (vt. nukleiinhapped ja matriitssiunteesid).

Histoonide Uks tuup (H5) esineb lindude, amfiibide ja kalade
eritrotsuutide teatud vormides.

Protamiinid on tugevalt aluselised (kuni 85% Arg), suhteli-
selt madala Mr (4000-12 000) valgud, mis polukatioonidena stabi-
liseerivad spermatosoidide DNA kompaktset konformatsiooni (nuk-
leoproteiinid!). Struktuurse funktsiooni analoogia histoonidega
viitab vOimalusele, et protamiinid on histoonide teatud asenda-
jad. See on enam-vahem kindel teatud kalade priimja sperma kohta
(nart. salmiin, skumbriin, truttiin, Kklupeiin vastavalt I[I6he,
skumbria, TfTorelli ja heeringa puhul). Regulatoorset funktsiooni
pole protamiinidel tdestatud.



Prolamiinid ia crluteliinid on taimsed valgud (nisu-, rukki-,
riisi-, maisi- Jt. terades), mida iseloomustab vees ja soolala-
hustes lahustumatus, AH-jadakide sisalduse suhteline Uhekilgsus
(rohkesti Glu, Asp, Pro ja vahe Lys). Prolamiinid on gliodiin
(nisu), hordeiin (oder), zeiin (mais); gluteliinid - gluteliin
(nisu), glutaliin (mais), oruseriin (riis).

LIITVALGUD.

Kommentaar: Struktuurses klassifikatsioonis, mis jagab valgud
liht- i1a liitvalkudekS/ on siiski ka vastuolusid: 1) nn. puhtaid
lihtvalke organismis sisuliselt pole, kuna nende valkude funkt-
sioneerimiseks on vaja reeglina kompleksi teke mingi faktoriga;
2) liitvalke, nait. lipoproteiine voib vaadelda valgu ja lipiidi
kompleksidena voir lipiidi ja valgu kompleksidena, s.t. nad vOivad
ehituslikult kuuluda nii valkude kui lipiidide hulka. Sama prob-
leem on ka teiste nn. liitvalkudega. Seetdttu kasutataksegi Uha
enam "'segamakromolekulide”™ mdistet, mis holmab ka Iiitvalke, (vt.
vastav teema).

Levinud on ka valkude funktsionaalne klassifikatsioon.

Valkude klass funktsiooni alusel Tuupesindajad

* ensuumid pepsiin, trupsiin, laktaadi
dehidrogenaas

* transportvalgud hemoglobiin, muoglobiin,

transferriin, vereseerumi
albumiinid, 1oonpumbad

* struktuursed valgud kollageenid, elastiinid,
keratiinid, Tfibroiinid,
histoonid

* kontraktiilsed valgud muosiin, aktiin,tropomuosiin,
tubuliin, duneiin

* regulatoorsed valgud insuliin, histoonid

* retseptorvalgud rodopsiin, kolinoretseptorid,
LDL-retseptor

* kaitsevalgud ~9 , Fibrinogeen, trombiin

* toite— ja varuvalgud piima kaseiin, ovoalbumiin

MOnikord kasutatakse ka valkude Tuusiko-keemilist, klassifTikat-



siooni, mis eristab: 1) polaarseid (hidrofiilseid) valke (vees
lahustuvad valgud); 2) apolaarseid (hidrofoobseid) valke (prakti-
liselt vees lahustumatud valgud); 3) amfifiilseid (amfipaatseid)
valke - molekulis polaarset ja apolaarset osa omavad valgud
(reeglina mitmed biomembraanide valgud).

BIOFUNKTSIOONID

Ensumaatiline (kataluutiline) - kdik senini tuvastatud ensuumid
(biokatalusaatorid) on valgud. Antud funktsioon valjendub bio-
keemiliste protsesside kiirendamises (vt. ensuumid).
Regulatoorne - ainevahetuse (metabolismi) regulatsioon valguliste
hormoonide poolt (nait. pankrease insuliin reguleerib silsivesi-
kute metabolismi kaudu veresuhkru taset). See on hormonaalne
regulatsioon. Eksisteerib aga ka genoomi aktiivsuse regulatsioon
@©eenide regulatsioon) histoonide poolt (vt. ka nuklerinhapped).
Transpordifunktsioon - a) ainete transport biovedelike kaudu e.
humoraalne transport rakkude ja kudede vahel (vere albumiinid
transpordivad rasvhappeid; kudede vaheline lipiidide transport
lipoproteirinide abil; vere hingamisfunktsiooni aluseks on 02 ja
osa CO2 transport Hb poolt; miuoglobiin transpordib 02 lihastes;
transkortiin transpordib kortikosteroide; transferriin transpor-
dib rauda jne.); b) transport labi biomembraanide neis paiknevate
valkude-ulekandiate abil (nait. plasmamembraani Na, K-ATPaas ehk
Na-pump pumpab liigse Na+ rakust valja, tuues samaaegselt vajali-
ku koguse K+ rakku; Na-pump loob seega Na+ ja K+ gradiendid
raku ja rakuvalise keskkonna vahel, mis on ka narviimpulsi tekke
ja leviku aluseks).

Struktuurne - biomembraanide, tsutoskeleti (tubuliin), kdédluste
(kollageenid), veresoonte seinte (elastiinid), kuunte, karvade,
jJuuste, sulgede (keratiinid), nukleosoomide (histoonid) ehitus-
komponendid on valgud. Viiruste struktuurikomponent on valguline
kate (kapsiid).

Kaitsefunktsioon - a) aktiivne kaitse (vOdrvalke siduvad antike-
had; valgulised verehtuubimisfaktorid; vere pH jJa osmootse r6hu
regulatsioonis osalevad valgud; bakterite toksiinid nagu botulis-
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mitoksiin, mis méjub KNS-le vOi difteeriatoksiin, mis parsib
valguslinteesi; maomurgid jt.); b) passiivne kaitse, mis samastub
teatud méaral struktuurse funktsiooniga (hahavalgud, juuste,
kuniste, villa valgud jt.).

Kontraktsioonifunktsioon (mehhanokeemiline) - keemilise energia
(pohiliselt ATP) kasutamine valkude abil lihaskontraktsiooniks.
(nait. lihaskoe valgud miosiin, aktiin jt.).

Retseptoorne - retseptorite baasstruktuuriks ja spetsiifilisuse
aluseks on valk (nait. nagemisaistingu tekkes osaleb silma
vorkkesta retseptorvalk rodopsiin).

Varufunktsioon (troofiline) - valkude kui varuainete kasutamine
arenevate rakkude toiduks (ovoalbumiin, prolamiinid ja glutelii-
nid, piima kaseiin jt.).

Energiasubstraadi funktsioon - 1 g valgu taielik oksudatsioon
(C02 ja H20-ni) annab 4,3kcal (17,5 kJ) energiat (samastub tea-
tud méttes varufunktsiooniga) .

Elektroosmootne funktsioon - 1oongradientide ja elektrokeemiliste
potentsiaalide loomine (nait. Na-pump loob Na+ ja K+ kontsentrat-
sioonilise erinevuse plasmamembraani sise- ja valiskulje vahel).
Detoksikatsioonifunktsioon - albumiinid seovad funktsionaalsete
ruhmade (-COOH, -SH) abil raskmetalle ja alkaloide, neutralisee-
rides nende toksilisuse.

NB! Koikide nende birofunktsioonide realiseerumine baseerub
16ppkokkuvdottes antud valgu molekuli vdimel spetsiifiliselt
siduda mitmesuguseid teisi molekule (ka teisi valke), fragmente
jne., mida nim. ligandideks.

LIGANDIDE SIDUMINE JA STRUKTUURIDE ASSAMBLEERUMINE

Igal valgu molekulil on kindlasti olemas nn. aktiivala (\B!
ensuumvalgu puhul nim. seda aktiivtsentriks), millega seostub
vastav ligand. Tuletagem veelkord meelde, et 1) ligand on
uldnimetus valgu poolt seotava molekuli, fragmendi, i1ooni jne.
kohta ja 2) just voime spetsiifiliselt siduda vastavaid ligande
garanteeribki selle vdi1 teise biofunktsiooni taitmise antud valgu
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poolt. Nait. hormooni (vOi mediaatori) spetsiifilisest seostumi-
sest retseptorvalguga algab hormonaalsele regulatsioonile viiv
sundmuste jada (saab teoks antud valgu retseptoorne funktsioon).
Teisalt, just spetsiifilised vastastikused toimed (B! seostu-
mised) valkude vahel ning valkude ja teiste biomolekulide vahel
on aluseks ensuumkomplekside, rakustruktuuride jne. 1iseenesli-
kule kokkupakkimisele e. assambleerumisele (self-assembling),
s.t. teostub valkude struktuurne funktsioon ja selle kaudu ka
mitmed muud funktsioonid. KoOige selle tdottu podratakse suurt
tahelepanu valgu ja ligandi seostumise uurimisele.

Mis siis maadrab valgu ja ligandi (@O vahelise spetsi.i.fi.llse
interaktsiooni? Selleks on valgu molekuli aktiivala ja seostuva
ligandi komplementaarsus. Teisisonu, valgu molekuli aktiivala ja
ligandi vaheline ehituslik, laenguline (+ ja -) ja konformat-
siooniline sobivus. Seejuures tagab valgu molekuli konformatsioon
aktiivala funktsionaalsete rihmade just sellise ruumilise paigu-
tuse, mis on komplementaarne ligandi vastavate riuhmadega. NB!
Valgu molekuli aktiivala ruhmade ruumiline paigutus on aga
danaamiline, s.t. aktiivalale lahenev ligand saab valgu aktiivala
funktsionaalseid riuhmi teatud maaral orienteerida enda kiireks ja
adekvaatseks sidumiseks. Valgu molekuli ja ligandi vahel tekivad
reeglina ndrgad sidemed (vt. tertsiaarstrutftuur) ja L sidumine on
pohimotteliselt podorduva iseloomuga protsess (vt. skeemi):

Valk + L ®1 4 Valk-L, Kkus
k-1
L- ligand; Valk-L - valk-ligand kompleks; kx- kompleksi
assotsiatsiooni ja k x kompleksi dissotsiatsiooni kiilruskonstant
Tasakaalu tingimustes (otse- ja poordreaktsiooni kiitrused on
vOrdsed) saab massitoime seaduse alusel ligandi sidumisprotsessi
iseloomustada 2 parameetri abil:
- kompleksi moodustumise tasakaalulise konstandi (Kf,Ka, komplek-
si assotsiatsiooni tasakaaluline konstandi) kaudu.
k1 [Valk-L]

KX [Valk] [



Mida suurem on Kf arvuline vaartus, seda tugevam (efektiivsem) on
komponentide interaktsioon.
kompleksi dissotsiatsiocani tasakaalulise konstandi (Kd) kaudu*

K x [Valk] [

kx [Valk-L]
Mida vaiksem on Kd arvuline vaartus, seda suurem on valgu moleku-
Ii afiinsus L suhtes.

Valgu ja L iInteraktsioone vOib kvantitatiivselt iseloomusta-
da ka valgu sidumistsentrite kullastatuse alusel. Lahtutakse
sellest, et valk omab mingi maksimaalse (kindla) arvu spetsiifi-
lisi sidumistsentreid jJa seda maksimaalset arvu tahistatakse

vastavalt Antud jJuhul saame kirjutada vorrandi:
®max th]
[Valk-L] =
Kd + []

Vorrand vastab Langmuir®i isotermile adsorptsiooni teoorias ja
Michaelis-Menteni vOrrandile ensuumkataliisi jaoks. Retseptorval-
kude jaoks kasutatakse eeskatt vorrandi alljérgnevat teisendust.
Brax F
Kd + F
Antud teisendus tuleneb jargmistest arusaamadest. Defineeritakse,
et [Valk-L]=B, tapsemalt [Retseptorvalk-L]=B (s.t. retseptoriga
spetsiifiliselt seostunud ligandi kontsentratsioon; B tuleneb
sOnast "binding") ja et sidumisjargselt vabaks j&anud ligandi
kontsentratsioon on F (sisuliselt on F sidumiseelse vaba ligandi
ning sidumisjargse tekkinud vaba ligandi kontsentratsioonide
vahe) . Antud vorrandit saame Kkirjutada ka B/F = B~-B/Kd, mida
nim. Scatchardi vdrrandiks.

Graafiliselt voib kullastatusastme (ehk B) sdltuvust [L]-st
kirjeldada hiuperboolne vOi1 sigmoidaalne e .S~kujullng kover. All-
jargnevad (@ ja b) ongi tasakaalulise sidumise teoreetilised ko-
verad. Mitme sidumistsentri korral on kdéver reeglina sigmoil-

daalne.
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WaX2

b)

Ligandi tasakaaluline sidumine (teoreetiline): tuhe- @ Ja
kahetsentriline (b). B- sidumine %-des Ba™-st (s.o. 100%-st)

Sidumise sigmoidaalsus on eriti omane oligomeersetele valku-
dele (Hb, 1oonpumbad jt.) ja see on olulise bioloogilise sisuga.
Nimelt, vastava sidumisparameetri sigmoidaalne so6ltuvus ligandi
kontsentratsioonist peegeldab sidumistsentrite kooperatiivsust.
See tahendab, et ligandi esimes(t)e molekuli(-de) sidumisel
muutub valgumolekuli1 subihiku konformatsioon selliseks, et ligan-
di jargmiste molekulide seostumine teiste subUhikute sidumis-
tsentritega on oluliselt kergendatud (sisuliselt momentaalne) .
Nii toimubki 02 seostumisprotsess Hb neljale subuhikule kopsuka-
pillaaris. Seega tanu kooperatiivsusele voimaldab 02 partsiaal-
rohu vaike muutus Hb molekuli imeluhikese aja kestel kopsukapil-
laaris kullastada 02~ga. Koekapillaaris toimub 02 vabanemisel
HbO2-st vastupidine protsess. Esimese 02 molekulil vabanemisega
kaasnev Hb konformatsiooni muutus tagab '"kergendatud'™ (vaga
kiire) teiste hapniku molekulide vabanemise. (B! seda ongi aga
vaja koekapillaaris kindlustada) .

Tasakaalulisi sidumisi saab i1seloomustada ka lineaarsete
graafikute abil (vdimaldavad protsessi tapsemalt kirjeldada). Vt.
Scatchard®™1 (c ja d) ning Hiitli (e ja g) soltuvusi.

B (pmool/ma valku) 9]
F (nm) Ka = -1/tancc
B (pmool/mg valku) B (pmool/mg valku)
Ligandi uhe- (©) ja kahetsentriline (d) tasakaalulise sidumise
Scatchard®i1 soltuvus. B- spetsiifiline sidumine, Uhikuks on

Valk-L hulk (pmcd) mg koevalgu kohta; F- vaba [ligandi kontsent-
ratsioon
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B (nmnnl/mn wnalli”n)

log

log [1]

Ligandi uUhe- (&) ja kahetsentriline (g) tasakaalulise sidu-
mise Hiili sdltuvused. B- spetsiifiline sidumine; nR- sirge
tdusunurga tangens e. Hiili koefitsient. Kui nR>l, omab ligand
positiivset kooperatiivset toimet valgu molekuliga (nart. hapniku
sidumisel Hb subihikutega kopsukapillaaris nR= 3,3-3,6)

Iseeneslik kokkupakkimine (assambleerumine) on spontaanne multi-
molek&laarsete valguliste struktuuride teke komplementaarsuse
printsiibi alusel (oligomeersed valgud, multiensuumkompleksid,
rakuorganellid nait. plasmamembraan, kollageensed fTibrillid,
viiruspartiklid jne.). Komponendid seostuvad ndrkade sidemete
abil ja protsessi iseloomustab: 1) iInitsiatsioonifaasi (momendi)
olemasolu; jargnev osa protsessist kulgeb juba spontaanselt,ilma
ensulumide osavotuta; 2) komponentide uUhinemine moodustuvasse
struktuuri on jarjestatud (vt. jooniseid); 3) vee molekulide
oluline orienteeriv mdju; kokkupakitud kompleksi hiudrofoobsed
osad paigutuvad tihedalt kompleksi sisemusse, hudrofiilsed osad
aga kompleksi pinnale. Moned assambleerumise illustratsioonid:

Dimeeri, ringstruktuuri ja heeliksi teke valgu subUhikutest
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subuhik

1 2
tasapinna heel iksi
teke teke

Heksagonaalse tasapinnalise (1) struktuuri ('a flat sheet")
ning silinderja (2 struktuuri (helikaalstruktuur) kokkupakkimine

Tubaka mosaiikviiruse valgu (2200 Si) spontaanne kokkupakkimine
RNA molekuli Umber (SU Mr* 17500, kompleksi Mr- 40 000 000)

Hemoglobiini dissotsiatsioon (@ ja assambleerumine (b)



SUSIVESIKUD
MOISTEID JA LUHENDEID

Voimalus vaadelda uUhendite gruppi formaalselt sidsiniku hidraa-
tidena valemiga Cm(H2)n tingis mdiste "siusivesikud” (1844.a.,
C.Schmidt, TU professor). Hilisem tddemus, et see valem ei sobi
desoksuriboosi, aminosahhariidide jt. puhul oli pdhialuseks ter-
minile "glutsiidid"” (Rahvusvaheline Keemia Nomenklatuurikomisjon).
NB! rodéhutab ka glukoosi tsentraalsust. Termin ei leidnud aga
toetust ning uUldtunnustatud GUldmdéisteks jai ''susivesikud" (car-
bohydrates) . Alternatiivse uUldmdistena mdénede autorite poolt
pruugitav ''suhkur’ on sugav eksitus. See pole alternatiivmdiste,
vaid kokkuleppeline kaibetermin, mida tarvitatakse kitsamas
mottes kaubandusliku sahharoosi kohta ja laiemas mdttes magusa-
maitseliste mono-, di-, tri- ja tetrasahhariidide Uldnimetusena.
Rahvusvahelised po6hiluhendid

Glukoos Glc
Glukoos 1-fosfaat glukoos 1-P; Glc-I-P
Glukoos 6-fosfaat glukoos 6-P; GIlc-6-P
Fruktoos Fru
Fruktoos 6-fosfaat fruktoos 6-P; Fru-6-P
Fruktoos 1,6-difosfaat fruktoos 1,6-diP; Fru-1,6-diP
Galaktoos Gal
Galaktoos 1-fosfaat galaktoos 1-P; Gal-I-P
Galaktoos 6-fosfaat galaktoos 6-P; Gal-6-P
Mannoos Man
Mannoos 1-fosfaat mannoos 1-P; Man-1-P
Mannoos 6-fosfaat mannoos 6-P; Man-6-P
Riboos Rib
Riboos 5-fosfaat riboos 5-P; Rib-5-P
Ribuloos Ru
Ribuloos 5-fosfaat ribuloos 5-P; Ru-5-P
Desokslriboos dRib
Ksuloos Xyl
Ksululoos 5-fosfaat kstululoos 5-P; Xy-5-P
Eritroos 4-fosfaat erutroos 4-P; Er-4-P
Arabinoos Ara
Seduheptuloos 7-fosfaat Sed-7-P
N-atsetutulglikoosamiin GIcNAc
N-atsetuulgalaktoosamiin GalNAc
N-atsetuulneuramiinhape NeuNAc ehk NANA
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KLASSIFIKATSIOON

Susivesikute (S8Y) tunnustatuim klassifikatsioon on struktuurne,
mis eristab looduslike SV kolme pdéhiruhma: monosahhariidid
(monoosid), oligosahhariidid ja polisahhariidid (polioosid).

SUSIVESIKUD
Monoosid Oligosahhariidid Polloosid
(2-10 monoosijaaki) ~ \
mgnooside,,ala rihmad Homo- Heteropolluoosid
trioosid (3C); tetroosid (40); (homo-) (heteroglukaanid)

pentoosid (5C); heksoosid (6C);
heptoosid (7C)

Monooside derivaadid

Fosfgsahha.rid.did 7/ Aminosahhariidid4-. Glukosiidid
Ur@nhapp .-« Aarhapped

Fuusiko-keemiline klassifikatsioon jagab SV neutraalseteks
(omavad hudroksuulruhmi ja karbonuulrihma), happelisteks (sisal-
davad -COOH) ja aluselisteks (sisaldavad aminoridhma).

MONOOQOSID

Monoosid on varvitud, veeslahustuvad, reeglina magusamaitse-
lised, kristallilised, empiirilise valemiga (CH2)n , kus n=3-7.
Alaruhmade valemid oleksid susinike arvu jargi: trioosid =
C3H603, tetroosid = C4H804, pentoosid = CBHH1Q05, heksoosid =
CeH1206, heptoosid = C7H1407. Keemiliselt on monoosid polu*
hidroksukarbonuulsed Uhendid. Monooside lihtsaim esindaja (\B!
ka lihtsaim SV) peab omama vahemalt kahte -OH ja Uhte aldehuud-
vol ketoruhma (teisisdnu karbonuulrihma) . Lihtsaimad monoosid on
seega trioosid - glitseeraidehiiud ja dihudrokstatsetopll Kui
karbonutlrihma hapnik on seotud primaarse C-ga, on monoos aldoos



(C arvu jargi aldotrioos jne.).
hapnik pole seotud primaarse C-ga,
ketotrioos jne.).

HCO

H-doH
éHZDH
glutseeraldehtud
(aldotrioos)

Monoosi ,

milles karbonuulriuhma
nim. ketoosiks (vastavalt siis

CHQOOH
12
-
CH20H
dihidroksuatsetoon
(ketotrioos)

Monooside stereoisomeeria. Monoosid (v.a. dihidrokstuatsetoon)
omavad 2n optilist isomeeri (n= C* arv). Nende kuuluvust D- vOi
L-rea Uhendite hulka hinnatakse karbonuulrihmast kaugeima C*
konfiguratsiooni jargi glutseeraldehlidse etaloniga (vt. biomole-
kulide stereoisomeeria) .

1 H-C=0 CH._OH
2 H-C -OH &
*
3 HO—&'—H HO-C -H
I* P ** e
4 h-c -OH : h-c -oH %
ok * Tk vk
5 H-C -OH HO—& -H H-C -OH HO—% -H
6 CH20H CH20H CH20H CH20H
D-glukoos L-glukoos D-fruktoos L-fruktoos

(Fischeri projektsioonivalemid)

Looduslike vormidena (vt. loetelu) on ulekaalus D-monoosid.

Aldo- Keto-
-heptoosid D-Sed
-heksoosid D-Glc, D-Man, D-Gal, L-Gal D-Fru
-pentoosid D-Rib, D-Xyla, D-Araa,L-Araa D-Ru, D-Xy,L-Xy
-tetroosid D-Er
-trioosid D-gliutseeraldehuud DihddroksuatsetoonB
(D-glutseroos)
a pole leitud loomorganismides, b ainult ketovormis

Kommentaarid:

1) Looduses on D-Glc eripddoranguga +52,7° ja D-Fru

-92,4°/ 2) D-rea uhendite uUlekaaluka levi tdottu nimetuses tavali-

selt tahti
set,

D jJa L er
optiliselt

kasutata, 3) D- ja L-isomeeride ekvimolaar-

inaktiivset segu nim. ratsemaadiks.
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Epimeerid. Need on monoosid, mis erinevad Uhe C konfiguratsioo
niit (nairt. D-GIc ja D-Man C2 alusel; D-GIc ja D-Gal C4 alusel).

> 1 H-G=0 H-C=0
H-C-0OH 2 HO—%—H H-C-OH
HO-C-H 3 2 HO-G-H
H-C-0OH 4 HO-C-H
H-C-OH 5 %
CH20H 6
D-Glc D-Man D-Gal

Antud projektsioonivalemid naitavad monooside okso- e. ketovorme,
mis on lahustes tasakaalus enoolvormiga. Tasakaal on enoolvormi
suunas ja see on keto-enoolne tautomeeria. Ule enoolvormi saab
toimuda ka Glc ja Man epimeriseerumine.

H 0 H OH
\C/ \C/ ’
Hd—OH d—OH J

HO—q4 HOWCH
keto enool

Lineaarsed ja tsuklilised valemid. Fischeri lineaarsed projekt-
sioonivalemid sobivad triooside ja tetrooside jaoks. Alates pen-
toosidest on voimalikud ka tsuklilised struktuurid, mis ongi
tegelikult kdrgemate monooside pdhistruktuurideks. Nimelt, Kkris-
tallilised (tahked) monoosid on tsiuklilises vormis. Vesilahuses
pustitub aga tasakaal erinevate tsukliliste vormide (enamik)
vahel Ule lineaarse struktuuri (vdhemus). Tasakaalu
pustitumisprotsessi peegeldab varskelt valmistatud glukoosilahuse
optilise aktiivsuse aeglane muutumine e. mutarotatsioon.
Tsuklilised vormid tekivad molekulisisesg reaktsiooni tottu
aldehiuidrihma (vei ketQrihma) ja alkohoolse -oH vahel ja nad on
5-1ulilised (furanQ.QE) voir 6-lulilised (puranoos) poolatsetaalid.
GIlc puhul on eelistatum puranoostsukkel, Fru ja Rib puhul fura-
noostsukkel. Tsuklilist D-Glc vOib seejuures kujutada Kolli-
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Tollensi vOi Haworthi valemi (perspektiiwalem) abil.

Kolli-Tollensi valem Haworthi valem
H
p
HC-0H H
HOﬁM 0
HC-OH 3-D- glukoos
|
HC=——-
CHOH

a-D-glukopuranoos [-D-gliukoos
(a-D-glikoos)
a-D-Glc (lihtsustatud)

Kolli-Tollensi valemilt Haworthi valemile Uleminek toimub
jargmise reegli kohaselt: ruhmad, mis on Kolli-Tollensi valemis
susinikuahelast vasakul, paiknevad Haworthi valemis ulalpool
tsukli tasapinda (vt. joonis).

Nagu naeme  (vt. Glc lineaarset Kolli-Tollensi valemit),
tekib tsuklisatsioonil juurde Uks C* , millega seotud -OH nim.
poolatsetaalseks. Seda suUsiniku aatomit nim. anomeerseks ja tema
konfiguratsioonist tulenevaid stereoisomeere anomeerideks. a-
anomeeri puhul on poolatsetaalne -OH paremal e. allpool tsukli
tasapinda ja R-anomeeris vasakul e. Ulalpool tsukli tasapinda.
Nende anomeeride segu nim. y-anomeeriks.

Kommentaarid: 1) Kristalliline (tahke) D-Glc esineb tsuklilises
vormis. 2) Vesilahuses kujuneb tasakaal (tsukkel-ahel tautomee-
ria) Glc anomeeride vahel lineaarse vormi kaudu. Seda tasakaalu
vOoib nim. hidroksu-okso voi tsuklo-okso tautomeeriaks, kuna line-

a- glukopiranoos * lineaarne glukoos - glukopluranoos
32% 0,02% 68%
aarse vormi aldehudddriuhm asendub -OH-ga. 3) Poolatsetaalne -OH
annab monoosile taandava voime (redoksreaktsioonides tsukkel
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avaneb ja poolatsetaalne -OH oksudeerub aldehdudrihmaks jne.).
CH20H / ch2oh

J— OH
j I - ."~CHO

Monooside tsuklilised vormid esinevad tegelikult vastavates kon-
formatsioonides ('tugitool’™, "vann" jt.). Nii on nait. Glc puhul
"tugitool”™ konformatsioon stabiilseim ja sellisena esineb ta
enamikes looduslikes Uhendites . Konformatsioonide kisimused on
aga bioorgaanilise keemia temaatika. Biokeemia Opikud lahtuvad
visuaalsest Ilihtsustamisest, mistottu SV konformatsioonilist
ehitust reeglina valja er tooda.

MONOOSIDE ALARUHMAD JA LOODUSLIKUD ESINDAJAD

Trioosid: gliutseeraldehiiud ja dirhudroksuatsetoon (vt. dlal).

Tetroosid: eritroos.

HCO

HQ—OH

HC-OH D-Er

CHZ20H
Pentoosid: riboos ja desoksuriboos ning D-Xy ja D-Ru kui SV
metabolismi vahelhendid.

HOCHA"C) HOCH, 0 ? H20H ? H20H
C=0 C=0
HO-CH HC-OH
HC-OH HC-OH
chZoh ch2oh
Rib dRib (2-dRib) D-Xy D-Ru

Heksoosid: keskne on kahtlemata glikoos, mis on ka tsentraalne
monoos. Heksoosid on ka galaktoos, mannoos ja fruktoos.

HOCH”

Man

Heptoosid: D-seduheptuloos, mille fosfoderivaat on SV-te oksudat-
siooni vaheprodukt (vt. SV metabolism).
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MONOOSIDE DERIVAADID
Bioloogiliselt olulisemad derivaadid on:

Fosfosahhariidid. Monooside -0OH ruhmad annavad fosforhappega
fosfoestreid (fFosfosahhariide): Glc-1-P, Glc-6-P, Fru-6-P, Fru-
1,6-diP, Rib-5-P, Er-4-P,gllutseeraldehutud 3-P (GAP), di-
hidroksuatsetoonfosfaat (DAP)jt. Nad on SV metaboliidid. Rib-5-P
Ja dRib-5-P on ka olulised nukleotiidide ehituskomponentidena.

HGO

HC-OH HCO PH20H

HC-OH HC-OH c=0
CHZ20 ¢ CHZ20 © ch2 ©

Er-4-p GAP DAP

Uroonhapped. Ensuumide toimel voib oksiddeeruda kuuenda siusiniku
juures olev -OH ja tekib vastav uroonhape (nait. glukoos-**
glukuroonhape) . D-glukuroonhape on vaga oluline Uhend toksi-

liste Uhendite (ka ravimite) detoksikatsioonis. Tema dekarboksui-

COOH

7 gliillcuroonhape k — 7 D-kstiloos

limisel tekib D-Xyl (reaktsioon seob heksoose geneetiliselt
pentoosidega) . Uroonhapped on ka heteropoliooside ehituskomponen-

did (vt. segamakromolekulid).
Aminosahhariidid. Levinuimad esindajad on glikoosamiin ja galafc-
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toosamiin, mis on heteropoliooside olulised ehituskomponendid
(tihti on nad seejuures atsetuleeritud).

HNCOOW
GIcNAc

Glukosiidid. Tekivad monoosi poolatsetaalse hudroksuuli reakt-
sioonil (eraldub vesi) alkohoolset hidroksuudlrihma voir 1mj—nQrihma
(-NH-) sisaldavate Uhenditega. Esimesel juhul tekib glikosiidne
hapnikusild (glukosiidside),s .t. tekivad O-glukosiidid (nait.
metuulglukosiid, aga ka disahhariidid jt.). Teisel juhul toimub
liitumine N aatomi kaudu, s.t. tekivad N-glukosiidid (nait.
nukleosiidid) . SV-ga seostunud mi.ttesahhariidset osa nim. gluko-

HOOH*

metuulglikosiid (atsetaal = taisatsetaal)

siidis aglukooniks. NB! Paljud glukosiidid on olulised ravimid.
NB! Kui Uhe monoosi poolatsetaalne -OH reageerib teise
monoosi mingil alkohoolse -OH-ga, tekivad sisuliselt ka 0O-gluko-
siidid (atsetaalid) . Seega vOib koiki disahhariide, tinglikult ka
teisi oligosahhariide ning poluoose vaadelda glukosiididena:
monoosi jaagid on seostunud glukosiidsidemetega (vt. allpool).
Aarhapped. Kui karboksuulriuhmaks okstdeeruvad nii poolatsetaalne
-OH kui ka primaarne alkoholriuhm, tekivad aarhapped e. suhkur-
happed (glukoos—» glukaarhape). Nende tépne roll pole selge.
Monooside derivaadid on sisuliselt ka siaalhapped (tuntud on
nad jJust NeuNAc vormis), mis on olulised plasmamembraanis jt.
segamakromolekulaarsetes struktuurides (vt. segamakromolekulid).

NeuNAc e. NANA
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OLIGOSAHHARIIDID

Need on SV, mis sisaldavad 2-10 monoosijaaki. Monoosi jaakide
seostumise uldprintsiip on kahesugune. Esiteks, monoosijaake
siduv glukosiidside tekib mdlema monoosi poolatsetaalse hiudrok-
suulrihma arvel. Kuna sel puhul puudub tekkinud Uhendis vaba
poolatsetaalne -OH, on selline SV mitteredutseeriv. (\B! poo-
latsetaalne -OH annab SV-le, eeskatt just monoosidele tugevad

redutseerivad omadused). Tuupiliseks mitteredutseerivaks oligo-
sahhariidiks on disahhariid sahharoos.

sahharoos (@-Glc + [-Fru)
Teiseks, monoosijaake siduv glukosiitdside moodustub Uhe monoosi
poolatsetaalse -OH ja teise monoosi alKohoPlsfi. -OH arvel. Tekib
redutseeriv Uhend, kuna teise monoosijaagi poolat setaalne -OH
Jaab vabaks. Tuupilised redutseerivad oligosahhariidid on disah-
hariidid laktoos ja maltoos.

R-Laktoos = R-Gal + R-Glc

a-laktoos (R-Gal + a-Glc)

R-Maltoos = a-Glc + R-Glc

a-maltoos (@-Glc + a-Glc)
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NB! Soltumata tekkevariandist eraldub Uhe oinknsi 1dgideire. moodus-
tumisel alati Uks molekul vett.
Oligosahhariidide nomenklatuuri reeglid on: 1) vasakpoolset
monoosi jaaki vaadeldakse asendajana (nimetuse Idpuks -Q5.001) pa-
rempoolse monoosijaagi suhtes. NB! Mitteredutseerivate s disah-
hariidides kannab parempoolne monoosi jaak I6ppu '"-Qslig’’. (viitab
glukosiididele); 2) glukosiidsidet tahistatakse teineteisega
seotud C-de &ranaitamisega; nait. '1,4" tahendab, et glukosiid-
sidemega on seotud esimese monoosijaadgi Cl ja teise monoosiiaagi
C4 . Tapsemal uleskirjutamisel viidatakse ka vasakpoolse (\Oi
molema) monoosijaagi anomeersele vormile (@@ voi R). Nait. mal-
toosi puhul kirjutatakse al ,4-glukosiidside voi lihtsalt al,4.
Alternatiivset varianti al-“¥M rakendatakse Uha harvemini.
Kommentaar: Ulaltoodud reeglid on p&hireeglid. Kui me naitame
veel é&ra, et side monoosijadkide vahel moodustub O-aatomi abil,
algab oligosahhariidi nimetus sumboliga "0".

Ulaltoodud reeglite kohaselt oleksid olulisemate disahharii-
dide (sahharoosi, laktoosi ja maltoosi) slstemaatilised nimetused

jargmised:
Sahharoos: O-a-D-glukopuranosuul-(1,2)-R-D-fruktofuranosiid
a-Laktoos: 0-R-D-galaktoptranosuul-(, 4)-a-D-glukopuranoos
a-Maltoos: O-a-D-glukopuranosuul-(1,4) -a-D-glukopuranoos
Lihtsustatud nimetused oleksid aga:

sahharoos = glukoos al,2 fruktoos

laktoos = galaktoos 1,4 glukoos

maltoos = glukoos al,4 glukoos

TAHTSAMAD OL1GOSAHHARIIDID
Disahhariidid koosnevad kahest monoosijaagist ja nende empiiri-
line valem on CIH22°ii* Kesksed esindajad on jargmised:

Sahharoos (roosuhkur, peedisuhkur), mida siUnteesitakse pal-
jJudes taimedes (kdrgemates loomorganismides aga mitte). Sahharoos
on SV transportvorm taimelehtedest taime teilstesse osadesse (\B!
vastupidav oksudeerijatele). Loomorganism el omasta sahharoosi,
vaid 16hub ta seedetraktis todtava sahharaasi (invertaas) toimel
gliukoosiks ja fruktoosiks, mis i1menduvad hdlpsasti. NB! Gluko-
siidsidemed hiddroluidsuvad kergesti happelises keskkonnas. Sahha-
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roosi in vitro hudroluusi tulemusel saadud glikoosi ja fruktoosi
ekvimolaarset segu nim. 1nvertsuhkruks (pr.k. 1inversion=poore;
sahharoosilahuse eripddrang enne ja parast huddrollilusi on erinev).
Sahharoos on oluline toiduaine (toidusuhkur). Tema magusus
on korgem kui Glc ja ka teistel disahhariididel.
Suhteline magusus

Sahharoos 100

Laktoos 16 S*

Maltoos 30 sahhariin
Glc * 70

Fru 170

Sahhariin* 40 000

* levinuim sunteetiline magus Uhend, mida §nimorganism el omasta,
mis aga stimuleerib keele maitseretseptoreid. Kasutatakse dia-
beedi, rasvumise puhul.

Laktoos, mida leidub piimas (3-6%; piimasuhkur) . Teda slUn-
teesivad vaid iImetajate piimanaarmete rakud laktatsiooniperioo-
dil. Laktoos on oluline Gal allikas inimorganismile. Osa inimesi
on intolerantsed laktoosile, s.t. geneetilise defekti tottu on
seedetrakti laktaasi aktiivsus vaga madal. Hudroluudsumata laktoos
aga ei imendu (kuhjub), tekivad kdéhuvalud ja meteorism, oksendus.
Tutpiline sumptom on kdhulahtisus.

Maltoos, mida leidub just taimedes tarklise hudroludsi-
produktina (linnasesuhkur). Sulje a-amilaasi toimel tarklisele
tekib ka maltoos (a-maltoos), maltoosi tekib ka pankrease
amulaast toimel amuloosile. Seedetrakti maltaasi toimel
hiadroliusub maltoos imenduvateks monoosijaakideks.

Disahhariidid on ka trehaloos, (kaks a-Glc jaaki; al,6;
mitteredutseeriv, seente varuaine) jJt.

Trisahhariidid koosnevad 3-st monoosijaagist ja on taimsed va-
ruained (@afinoos= Fru-Glc-Gal, melesitoos= Glc-Fru-Glc jt.).
Tetra-, pentasahhariidid on spetsiifilised taimsed SV nagu nait.
tetrasahhariidid stahhioos (ndgesed) , skorodoos (sibul, kutslauk)
vOi1 pentasahhariid verbaskoos (Uheksavagise lehed).

NB! Rakkudes ja biovedelikes on oligosahhariidid reeglina
kompleksis valkudega (vt. segamakromolekulid).
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POLUOOSID

Poluoosid (glukaanid) on biopolumeerid. Nad erinevad monoosidest
Jja disahharirididest jargmistelt Uldomadustelt.

Omadus MONOOS DISAHHARIID POLUOOS
Mr madal - madal - kdrgmolekulaarne
Ehitus lineaarne lineaarne enamasti vhargnenud
Lahustuvus hea hea tekib viskoosne kol-
(vees) loidiahus (osa ei
lahustu)
Kristalluvus Jah jah el teki selgeid
kristalle
Redutseerimis- jah jah (laktoos, sisuliselt puudub
voime maltoos) ei
(sahharoos)
Magusus magus magus reeglina mittemagus

Pollooside késitlus vOib lahtuda erinevatest aspektidest (ehi-
tuslik, paritolu, funktsionaalne).

POLUOOSID

fhi t,ub.1i k Paritoluline Funktsionaalne
-Homopollioosid -Taimsed -Struktuursed (rakukestas
(glukogeen) (tselluloos, tselluloos vdi rakuvalises

tarklis) maatriksis hiualuroonhape)
-Heteropolloosid -Loomsed -Varupoluoosid (reeglina
(dermataan- ja (gliukogeen) rakus graanulitena- tarklis,
heparaansulfaadid, glukogeen)

htaluroonhape jt.)
Levinuim kasitlus on ehituslik, mida ka meie kasutame.
Poluoosides seostuvad monoosi vOiI nende derivaatide jaagid
glukosiidsidemete abil(vt. biopolumeeride uldehitus). Homopo-
lioosid (homoglikaanid) koosnevad uUht tuupi monoosijaakidest
(harva erandina 0ht tuupi monoosi derivaadi jaakidest).
Heteropolluoosid (heteroglikaanid) koosnevad reeglina aga kordu-
vatest disahhariidsetest ehitusuksustest, mis koosnevad enamasti
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erinevate monooside derivaatidest. Taoliste derivaatide
tudpesindajad on glukuroonhape, GIcNAc, GalNAc. GIcNAc ja GalNAc
on tihti sulfaadi vormis (vt. segamakromolekulid).
HOMOPOLUOOSID (HOMOGLUKAANID)

Kesksed on siin varupoliuoosid glukogeen (loomarakkudes) ja
tarklis (taimerakkudes) ning struktuursed poliuoosid tselluloos
(rakusein) ja kitiin (putukate, krabide, homaaride eksoskelett).
Glukogeen on loomne biopolumeer, mille graanulid (30-40 nm)
loomarakus on glukoosi reserv. Tema monomeer on a-D-Glc,mida
seob ahelateks side al,4, ahela hargnemispunkte (iga 5-6
glukoosi jaagir jarel) tagab side al,6. Hargnemispunktide rohkuse
tottu nim. glukogeeni rohkesti hargnevaks homopolUoosiks ja tema
molekulis eristatakse: 1) tsentraalset e. peaahelat (ahel A-"B),
mille Uhes otsas (A ots) on ailnus redutseeriv glukoosiidék; 2
sisemised kulgahelad (@) ja 3) valimised kulgahelad (), mis
littuvad sisemiste kilgahelate kiulge (vt. joonis).

Glukogeeni skemaatiline ehitus (al,4 on glukosiidsidemeks
ahelates, al,6 loob hargnemispunkti)

NB! Glukogeeni molekuli suurus on dunaamiline (‘regulatiivne’),

s.t. valimiste kilgahelate pikkus varieerub soltuvalt organismi
glikoosit vajadustest, organist, kus ta sisaldub jJne. Seetdttu
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kdigub tema Mr (1-16X106) ja uldvalem antakse (C6H1005)n xHZ20.
Poluhargnevuse tottu on glukogeen vees hasti lahustuv. Tema
vesilahus on madala viskoossusega (Jooditest on punakasvioletne).
Glukogeeni molekuli valimiste kilgahelateta osa nim. dekstriiniks
(Jaakdekstriiniks). See suhteliselt luhike oligosahhariid tekib
nait. glukogeeni osalisel ensumaatilisel huadroluusil.

Glukogeeni ja tarklise vahel on rida analoogiaid: 1) .ehitus-
printsiip on sarnane ); 2) nende hargnemispunkte vdib vaadelda
isomaltoosse fragmendina (side <x1,6); 3) nende osaline hiudroliis
annab dekstriine; 4 mbélemad on seotud tsutoplasma valkudega ja
osaliselt ka rakusiseste membraanstruktuuridega; 5 nad on
reservpoliuoosid. Koige selle tottu nim. glukogeeni ka loomseks
tarkliseks. Erinev on aga nende hargnevus (glukogeenimolekul on
ligikaudu 2 korda rohkem hargnenud ja suurem kuil tarklise
pohikomponent amitlopektiin; vt. allpool). Gliukogeeni kul
varupoluoosi esineb ka mikroobides.
Tarklis on taimede maailma tahtsaim varuaine, inimtoidu olulisim
SV ((Jahus 75-80%; kartulimugulatee 25%). Tema suUnteesivdime on
peaaegu koikidel taimerakkudel. Lokaliseerub taimerakus graanuli-
tena (40-50 nm) . Tema M_= 106 - 107 ja uldvalem (C/H-CL) xH0O.
Tarklise monomeeriks on a-D-GIlc ja ta on tegelikult kahe bio-
PQlUmeeri segu @-amuloos, 10-25% ja amulopektiin, 75-90%) .

a-amuloos on lineaarne polumeer (Mr kuni 50 000, s.t. kuni
<300 glukoosi jaaki), milles monomeerid on seotud sidemega al,4.
Vesiniksidemed stabiliseerivad tema helikaalset (spiraliseerunud)
konformatsiooni (Uks keerd = 6 glukoosi jaaki). Oletatakse, et
joodi molekulid paigutuvad tanu oma mootmetele heeliksi sise-
musse. Seetdttu annavad just amuloosi kolloidlahuse mitsellid
tarklise lahusele tuupilise sinise varvuse reaktsioonis joodiga.
Amuloos ei ole redutseerija. Ta hudrolutusub kergesti maltoosiks
suljendarmete ja pankrease amiulaasi toimel.

Amiulopektiin on hargnenud biooolimeer (Mr umbes 1 000 000),
mille ehitus on sarnane gliukogeeniga. a-D-glukoosijaakidest
moodustub peaaheli__sisemised kilgahelad jne* Tema molekul on
ainult vaiksem kui glukXLgeenil, sest ta on vahem hargnenud
e(hargnemispunktid esinevad 1iga 12-15 glukoosijaagi jarel).
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Amulopektiin annab veega vaga viskoosse kolloidsusteemi (kliis-
terjas), mille jooditest on punakasvioletne. Kartulite keetmisel
ekstraheerub oc-amiuloos (vesi opalestseerub), keedetud kartul
sisaldab pohiliselt amulopektiini.

Tarklise 2 polumeeri astmelisel hudroluusil tekivad kdige-
pealt amulodekstriinid (tarklise vahehudroliisunud vorm, joodit-
test on sinakasvioletne), siis erutrodekstriinid ( jooditest
punane) ja akrodekstriinid (madalmolekulaarsed, jooditest kol-
lane, s.t. negatiivne). Edasi tekivad juba maltoos ja vaba Glc.
Tselluloos on taimemaailma ((a uldse eluslooduse) levinuim struk-
tuurne polumeer (Mr=300 000-750 000, s.t. kuni 5000 monoosijaaki.
Iga maakera elaniku kohta sunteesitakse umbes 50 kg t"selluloosi
O66paevas). Tema monomeer on (-D-GIlc, mida lineaarseks ahelaks
seovad sidemed B1,4 (vt. joonis). Tulenevalt monoosijadke siduva
sideme R-konfiguratsioonist erineb tselluloos Ilineaarsest
amiloosist pohimdtteliselt: 1) sideme RI1,4 geomeetrilised
isedrasused tingivad polumeersete Uksikahelate vaiiravenivuse,
mistdttu Uksikahelad paigutuvad teineteise korvale, seostudes
vesiniksidemete abil (tekivad Uhe ahela C2 ja teise ahela Cg
vahel). Seega tselluloos esineb pikkade. vees lahustumatute
mikrofibrillidena. NB! side al,4 soodustab aga spiraliseerumist,
mistdéttu a-amiloos, sisuliselt ka tarklis ja glukogeen, esine-
vad tihedate graanulitena; 2) side (1,4 ei hidroluidsu a-amulaasi

toimel, s.t. tselluloos ei seedu inimese ja enamike iImetajate seedetraktis.

Nurksulgudes on tselluloosi disahhariidne ehitusiksus
tsellobioos (looduses omaette ei ole leitud).

Tselluloosi mikrofibrillid tsementeerituna Tfibrillj-devaheliste
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hemitse liuloosidega jas/voi li_gniilLig.a?moodustavadki taimeraku
rakukesta. Selline struktuur lubab taimerakul taluda rakusisese
vee rodohku kuni 20 atmosfaari Lisagem, et hemitselluloosid on
polumeersed ksulaanid, arabaanid, mannaanid, galaktaanid, mis
esinevad vaid koos tselluloosiga. Ligniin on mittesiusi-
vesikuli-ne, sisuliselt fenoolne polimeer.
Kitlini monomeeriks on GIcNAc. Sidemed monomeeride vahel on
B1,4. Ta on krabide, homaaride, putukate eksoskeleti materjal,
mida homaaride ja krabide puhul tugevdab kaltsiumkarbonaat.
Nimetagem veel mdned homopoliUoosid: dekstraanid - parmirak-
"kude, bakterite varupolioosid, mida kasutatakse dekstraangeelide
(Sephadex) valmistamiseks, "vt: geelelektroforees (monomeer on a-
D-Glc, seotuna sidemetega al,6, al,2 vor al,3 nii1 ahelates kui
hargnemispunktides); inuliin - 20-30 monoosijaagist koosnev tai-
merakkude polUmeer. Kasutatakse nait. diabeetikute toidus (mono-
meer on [(-D-Fru, lineaarne, side (1,2; terminaalne SV-jaak voib
olla ka GIc); agar-agar - vetikate polumeer, mida kasutatakse
geelmaterjalina marmelaadi valmistamisel, geelelektroforeesis jm.
(keemiliselt: galaktoosi- jJa C6 - sulfureeritud galaktoosi-
Jaékidest, mis moodustavadki monomeerse uhiku; side (1,3).
HETEROPOLUOOSID (HETEROGLUKAANID)
Nende nluddisaja nimetus on proteoglikaanid. Kesksed esindajad on
kondroitiinsulfaadid, dermataansulfaat, kerataansulfaat, hepariin
jJa heparaansulfaat ning hualuroonhape. Kuna nad on funktsionaal-
selt segamakromolekulid, kasitletakse neid vastavas peatiukis.

BIOFUNKTSIOONID

SV-kud on looduses levinuimad orgaanilised thendid. Nad moodusta-
vad taimedes 75-90%, loomorganismides keskmiselt 2% (\NB!) ja mik-
roorganismides 12-28% kuivkaalust. SV olulisemad biofunktsioonid:
Energeetiline - see on SV-te keskne funktsioon, millel on evo-
lutsiooniline sisu (\B! fotosintees). Glukoosi taielik oksudat-
sioon CO02~ks ja H20-ks katab umbes 55% 1nimorganismi energiavaja-
dustest. Energeetilised (varu)ained on tarklis ja glikogeen. 1 g
SV-te taielik oksudatsioon annab 17,1 kJ (4,1 kcal) energiat.
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Varuaine - naiteks tarklis, mis moodustub fotosinteesi produk-
tidest ja talletatakse klastritena ning graanulitena; suhkruroo
jJa suhkrupeedi sahharoos; maksa ja lithaste glukogeen.
Struktuurne - monoosid jJa nende derivaadid on poliooside mono-
meerideks. SV-kuid sisaldavad segamakromolekulid on biomembraa-
nide pinnakomponendid, sidekudede komponendid.Tselluloos on
taimeraku rakukesta komponent (kuni 40%), kitiin on lulijalgsete
eksoskeleti baaskomponent.

Kaitse glukoosi derivaat glukuroonhape on seotud toksiliste
ainete kahjutuks tegemisega. Kaitselimade, antikehade, mitmete
verehuubimisfaktorite (segamakromolekulide) ehituses on ka SV-ne
komponent. Tarklise hudroluusil toimuv rakumahla 'suhkrustamine'
kaitseb taimi kulmade vastu.

Biosinteetiline - SV-te metaboliidid laktaat, pilruvaat jt. on
rasvhapete, asendatavate AH-te jt. Uhendite C-skeleti aluseks.
Rib-5-P on vajalik nukleotiidide siUnteesiks. Pentoos Ru-1,5-diP
on CO2 aktseptoriks fotosunteesi biokeemilises faasis.
Bioregulatoorne - SV-d on mdéningate hormoonide ja koensuumide
komponentideks.

Atraktiivne e. ligimeelitav - putuktolmlejate taimede nektar on
15-75%-ne SV-te vesilahus (peamiselt Glc, Fru, sahharoos).
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LIPIIDID
M61STE1D JA ULDISELOOMUSTUS

MOiste "lipiidid"” Uhendab reeglina estriehitusega biomolekule,
s.t. lipridid sisaldavad alkohoolset ja rasvhappellsl (-list
komponente. NB! Estriline ehitus on baasehitus, millele osades
lipiidides lisanduvad teised komponendid.

Lipiidid on heterogeensed orgaanilised Uhendid, mis on
reeglina amfifiilsed, veeslahustumatud ja lahustuvad orgaanilis-
tes lahustites (benseen, atsetoon, kloroform, kuum piiritus jt.).
Lipiidide uGldmdisteks pole termin "rasv'. N-aluseid, susivesiku-
jaaki(-ke) Jjt. fragmente sisaldavaid molekule el saa nimetada
rasvaks. Maailmakirjandus kasutab kull terminit "neutraalrasvad'.
kuid see on vaid segatrigliutseriidide (B! need on vaid osa

lipiididest) sunonuim.

LIPIIDIDE EHITUSUKSUSED

1.(BAAS)ALKOHOL. See on alkohol (pohiliselt glitserool, aga ka
sfingosiin ja steroolid) , mis on aluseks estri tekkes.

ai H=-C-OH
2 1 1
HC-OH vy 1 2 3
&k HAC-OH
Glutserool (lipiidide keskne baasalkohol)
£ o o
9 2 2
hc-nh2 hjh—nhz i
HO-CH
HC

Sfingosiin (killastamata aminoalkohol)
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Kolesterool
(loomorganismi steroolide e. tsukliliste alkoholide tuupnaide)

2. RASVHAPPED. Need on karboksuulhapped ja nende mdéningad deri-
vaadid, mille kohta oleva info vdoiks uldistada jargmiselt:

1D Neil on prevaleeriv ehitusiuksuse roll (lipiidides on
leitud Ule 200 rasvhappe) ning vabana esineb neid vaid vahesel
maaral lipiidide metabolismi vahelhenditena.

2) Lipridides esinevad enamasti "kdorgemad™ rasvhapped (lle
12 C-ku aatomi ehk > 12C), kusjuures looduslikes rasvhapetes on
Uldse 4C - 24C).

3 Lipiidides on enamasti paarisarvu C sisaldavad rasvhap-
ped (levinuimad on 16C ja 18C).

4) Rasvhapetel on enamasti hargnemata siUsinikahel ja Uks
-COOH.

5 Rasvhapped esinevad liipides atsiuljaakidena.

6) Rasvhapete C-ku aatomeid tahistatakse mitmeti (vt.
skeem) .

/=0? 4 3 2 1
yR-C7°H R- CHz-CH2-CH2-COOH
atsuuljaak y B a
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Lipiidides leitud levinumad rasvhapped on toodud tabelis.

C Triviaal- Struktuurvalem Sustemaatiline
arv nimetus nimetus

Killastatud rasvhapped

12 lauriinhape H3C(CH2)10CO0H n-dekaanhape

14 muristiinhape H3C(CH2) 122CO0H n-tetradekaanhape

16 palmitiinhape H3C(CH2) _ COOH n-heksadekaanhape

18 steariinhape H3c (cH2)i6CO0H n-oktadekaanhape

20 arahhidiinhape 5. 15COOH n-etkosaanhape

24 lignotseriinhape H3C (CH2)22CO0H n-tetrakosaanhape

24 tserebroonhape H3C (CH2)21CH (OH) COOH 2-hudroksutetra-
kosaanhape

Killastamata rasvhapped
nQiQL ullastamata
16 palmitooleiinhape H3C (CH2)5CH=CH (CH2)COOH 9-heksadetseenhape

18 oleiinhape H3C (H) ZCH=CH (CH2)7COOH 9-oktadetseenhape
24 nervoonhape H3C (CH2)CH=CH(CH2)13COOH 15-tetrakoseenhape
24 hudroksunervoon- H3C (CH2)7CH=CH (CH2)12CH (OH) COOH 2-hudroksu-
hape 15-tetrakoseenhape
palukillastamata
18 linoolhape H3C (CH2)4CH=CHCH2CH=CH (CH2)7COOH 9, 12-okta-
dekadieenhape
18 a- linoleenhape H3CCH2 (CH=CHCH2)3 (CH2)(COOH 9,12,15-okta-
dekatrieenhape
y- linoleenhape 6,9,12-oktadekatrieenhape
20 arahhidoonhape H3C (CH2)4 (CH=CHCH,) a(CH2)2COOH 5, 8,11,14-
etkosatetraeenhape

Kommentaarid. 1.lahkeid rasvu (nait. seapekk) iseloomustab kil-
lastatud rasvhapete (palmitiin- ja steariinhape) ning vedelaid
rasvu (nait. taimsed 0Olid) kullastamata rasvhapete (olelin-,
linool- ja linoleenhape) sisaldus. 2. Arahhidoonhappe pohiroll on
olla eelihendiks prostaglandiinide siunteesil. 3) Linool- 1a
linoleenhape on inimesele asendamatud (ei siinteesi, peab saama
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toiduga). 4) Kesksed rasvhapped on palmitiin-, steariin-, linool-
1a linoleenhapp. Seetdottu kasitleme rasvhapete ehitust palmitiin-
ja oleirinhappe naitel.
Palmitiinhappe susivesinikahel (16C) on ruumiliselt "sik-saki-
line (\B! see on energeetiliselt eelistatud konformatsioon),
mistottu teda esitatakse jargmisel kujul.

--—-< hdudrofiilne "'pea™

< hitdrofoobne "'saba"

palmitiinhape C15H31COOH

Oleiinhape (18C) omab uUhte kaksiksidet, mille cis-konfiguratsioon
pohjustab susivesinikahela kaadndumise. NB! Looduslike rasvhapete
koitk kaksiksidemed on reeglina cis-konfiguratsioonis ja et iga
kaksiksideme juures alifaatne ahel k&andub, siis on nende rasvha-
pete C-ahelad jaigemad, kui kullastatud rasvhapete omad. Olerin-
hapet tahistatakse jargmiselt, kusjuures kaksiksideme asukohta
tahistatakse kas A9710 vOoi 18:Iw9. Esimene tdhistusviis naitab,
mitmenda C-ku juures ( alates -COOH ) asub kaksikside. Teine
tahistus annab C-ku aatomite arvu, kaksiksidemete arvu ja kaksik-
sideme asukoha maksimaalpikkusega ahela terminaalse C suhtes
(C4) . Nait. arahhidoonhappe puhul oleks see tahistus 20:4w6.

COOH

olerinhape C17H33COOH

3. FOSFORHAPPEJAAK. Esineb ehitusiksusena fosfolipiidides (s.t.
losfoglitseriidides ja fosfosfingosiidides, vt. allpool).
4. N-ALUSED, SV-jaagid. N-alused (koliin, etanoolamiin jt.) esi-
nevad teatud fosfoglitseriidides 1a fosfosfingosii&i.Uf £. sv-
jaagid ((Ja nende derivaadid) esinevad glukosfingolioiidides
(tserebrosiidid, gangliosiidid, sulfolipiidid, vt. allpool).
ho-ch2-ch2-n+- (ch3)3 ho-ch2-ch2-n+h3

kolrin etanoolamiin (kolamiin)
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STRUKTUURNE KLASSIFIKATSIOON

See klassifikatsioon (levinuim) liigendab lipiide jargmiselt:

LIPLIDID
I
Lihtlipiidid Listlipiidid Tsuklilised lipiidid
Tri- / bahad kolesteriidid jJt.
glitse-
riidid
Fosfolipiidid Glukosfingolipiidid
(Fosftatiidid). (Glukosfingosiidid)
/ I
Fosfoglitseriidid Fosfosfingosiidid tserebrosiidid
I gangliosiidid
fosftatiduulkoliinid sfingomueliinid sulfolipiidid
(letsitiinid)

fostatiduulkolamiinid (kefaliinid)
fosftatiduulseriinid

fosftatiduulinosiidid
difosfatiduulglitseriidid (kardiolipiinid)
plasmalogeenid

Lihtlipiidid

T.ngd.ttseriidid on glitserooli ja rasvhapete @tsuuljaagid)
estrid. Voimalikud on ka mono- ja digliutseriidid (vt. skeem). Ku-

é BH AH ? : b_ B """ 6_| d
C=0 C=0 C=0 C=0 c=0 ,co
| 1 1 1

R1 R1 2 *4 n2 R3

monoatsuul- diatsuul- triatsuulglitseriid
(monogliutseriid, MG) (diglitseriid, DG) (triglitseriid, T6)
na looduslikud rasvad on seaatrigliutseriidide (rasvhappejaagid on
erinevad) segud, siis slUnonuimsed on terminid "triatsuulglit-
serUdid", -"triglitagriidid™, "neutraalrasvad” (vt. naide).

d segatrigliutseriid e. neutraalrasv
=0 G=0 (triglutseriid)
palmitooleosteariin

0O OB
0O FO R

=0

C15H31 C17H33 C17H35



Neutraalrasvad on organismis tsutoplasmaatilise rasvana (raku
ehituskomponendid) ja varurasvana (energeetiline ja kaitse-
roll) _Inimorganismi rasvad, mis sulavad 15°C (kehatemperatuuril
on nad vedelas olekus), sisaldavad 65% oleiinhapet. Leeliste
toimel TG seebistuvad (hudroliutsuvad), andes glutserooli ja
rasvhapete Na- voi K-soolil (seebid).

Diglutseriidid esinevad organismis lipiidide metaboliitide-
na. Biomembraanidest on leitud siiski ka DG, milles Gal on seotud
C, kaudu.

—_— (

0 0 0

dzo d:O dal monogalaktosuuldiglitseriid
Ri R2

Vahad on kérgemate (pikaahelaliste) alkoholide ja rasvhappe(-te)
estrid. Nait. tsetuulalkoholi (Ci6H330H) ja palmitiinhappe ester
spermatseet (kaseloti ajust). Loomsed vahad on mesilasvaha. lano-
Iiin (villa, sulgede vaha), taimsed vahad on puuvilju kattev vaha
Jt. Vahade baasil valmistatakse salve ja kreeme.

Kommentaar:” Lihtlipiidide hulka loetakse ka mono- voi diatsuul-
glitseriine, kus asendis Cl1 on eetersideme abil alkoholijaak
(monoalkiulsed Uhendid).Neid on leitud inimese vahkkasvajatest.

1 1 5h 1 1 1

0 0

! ' ¢
<pv,, T ° <fHn § o C=0

CH3 R CH3 4 r2
atsuulgliutseriin diatsuulglitseriin

Liitlipiidid
l. Fosfolipiidid e. fosfatiidid

Need on multikomponentsed lipiidid, mis sisaldavad fosforhappe-
1aaki. (Baas)alkoholi alusel jJagatakse nad fosfoglutseriidideks
jJa Tosfosftingosiidideks. Kaibeluhend on neil PL.
FOSFOGLUTSERIIDID - baasalkohol on glutserool ning sinteesi
eelihend on L-fosfatiidhape e. fosfatidaat. Viimane erineb TG-st
asendisse C3 estersidemega seostunud fosforhappejaagi poolest.
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) ) idadal1dak
ehk

Jliﬁ—
(@]
) O —

1
o

fosfatidaat

NB! Fosfatidaadis, s.t. ka fTosfoglitseriidides on asendis Cl
reeglina kiullastatud ja asendis C2 killastamata rasvhappejaak.
Fosfatiidhappe (tapsemalt fosfatiduuliaaqir), kuir baasstruktuuri
alusel saame kirjeldada koiki pohilisi fosfoglitseriide:

fostatiduulkoliinid (koliinfosfatiidid, letsitiinid) on koliini
(metuleeritud aminoalkohol) ja fosfatiidhappe estrid. Nad on
biomembraanide pohilised lipiidid. Rohkesti leidub neid ajukoes,

(”N;zﬁ )3

CHZ2

CH2

0

0=p-oe

0
r L
0

hudrofiilne pea”

\"
hidrofoobne '"sabal

fosftatiduulkoliin

neerupealistes, munakollases (kr.k. lecitos = munakollane).
Esinevad ka vere lipoproteiinide koosseisus.
fosftatiduuletanoolamiinid (kefaliinid) on etanoolamiini (kolamii-
ni) ja fosfatiidhappe estrid. Nad on samuti biomembraanide lipii-
did, neid on ka kdikides kudedes ja

N-+H. vere lipoproteiinides.

QH ehk

CH

0 I\ fosftatiduuletanoolamiin
fosfatiduul jaak®

fostatidillseriinid on £££ jJa fosTatiidhappe estrid. Neid on



leitud ajukoes, aga ka teistes kudedes.
n+h3 me

HC-COO® ehk fosfatiduulseriin
Hax
0

fosfatiduul jaakpP

fosftatidudlinosiidid (-inositoolid) on alkohol i1nosiidi e. iInosi-
tooli ja fosfatiidhappe estrid. Nad esinevad ajus (mueliinkes-
tas), maksas, kopsudes. NB! Inosiidi -OH vOivad fosforuiluda ja
tekivad olulised sekundaarsed vahendajad plasmamembraanis (nait.
fosftatiduulinosiit-4,5-diP e. 4,5-PiP0).

—uwn fosfatiduulinosiit

~

o)
fosfatiduul jadke®

difosftatiduulglitseriinid e. kardiolipiinid on estrid glitse-
rooli ja fosfatiidhappe kahe molekuli baasil. Nad on mitokondrite
sisemembraani peamised fosfoglitseriidid.

O OH 0 kardiolipiin
fosfati- fosftati-
duul jaako daal jaakn

plasmalogeenid (atsetaalfosfatiidid) on koliini (etanoolamiini,
seriini) jJa fosfatidaalhappe estrid. Neid on rohkesti ajukoes
(seljaajus moodustavad nad 40-50% lipiididest), eriUtrotsuitides.

Eoliin (vO1 etanoolamiin, VvOiI seriin)

O-gP

0 0 fosfatidaalkoliin (-etanocolamiin,-seriin)
CH NB! Asendis Cx on eetersidemega seostu-
CH nud kullastamata alkohol.

K

Kommentaarid. 1. Fosfogliutseriidid on amfifiilsed molekulid ja
seetdttu sobivad nad biomembraanide ehitusiksusteks (. lipiidne
kaksikkiht) ning vdivad moodustada mitselle. NB! Fusioloogilise
pH vaartuste juures omavad nad laetud gruppe. 2. Fosfoglitseriide
hidroluidsivad (vt. seedimine) Tosfolipaasid. Maomurgi fosfolipaas
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hidrofiilne — 1 ¥ hildrofoobne  biomembraanide
Mh: I Niapiidne kaksikkiht

A2, mis eemaldab asendist C2 kullastamata rasvhappejaagi, tekitab
lisofosfolipiide. Viimastel on vidga tugev hemoluutiline (erutrot-
suutide lagunemine) toime. 3. Vaikestes hulkades on lertud ka m.

kol1in (etanoolamiin jne.)
0=P-0
\

0]
O OH lisofosfatiduulkoliin (-etanoolamiin)

dioolseid fosfolipiide (nendes on alkohoolseks komponendiks
diool), milles asendis Cx on estersidemega rasvhappejaak, asendis
C2 aga fosforhappejadgt kaudu koliin vOi1 etanoolamiin. Need PL-
did méjuvad immuunreaktsioonidele ja omavad kolinoludtilist
toimet (votavad maha atsetutlkoliini toime).

FOSFOSFINGOSIIDID - baasalkoholi sfingosiini kaudu moodustub
fosfosfingosiidide eelihend - tseramiid. Tseramiid on atsuulitud
sfingosiin, milles rasvhape on enamasti nervoon-, tserebroon- Voi
palmitiinhappejédagina. Atsuuljadk liitub sfingosiini -NH2 kaudu.

.(H

amiidside

(nait.nervoon-
happejaak)

sfingosiin tseramiid

Olulisemad fosfosfingosiidid on sfingomieliinid.mis on tseramii-
di ja fosfokoliini estrid. Neid on biomembraanides, veres ja
eriti rohkesti narvikiudude mueliintuppedes. Moningate esinda-
jate baasalkohol on dehidrosfingosiin (redutseerunud sfingosiin).
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ehk A

0=€-0~ sfingomieliin

I1. Glikosfingosiidid (glukosfingolipiidid, glukolipiidid)
Need on liitlipiidide teine grupp, milles puudub fosforhappejaak
Ja esineb susivesikuline komponent (-did).
Tserebrosiidid on Gal (harvem Glc) sisaldavad tseramiidide deri-
vaadid. Neid on rohkesti suuraju narvikiudude mueliintuppedes
(lad. k. cerebrum = suuraju).

0 (galakto)tserebrosiid

Tserebrosiidi konkreetne nimi tuleneb rasvhappest: nervoonhape =
nervoon; lignotseriinhape = kerasiin; tserebroonhape = frenosiin.
Uksikutes tserebrosiidides on leitud mitu heksoosijaaki.
aulfolipiidid on sisuliselt tSedrGiidicte suifoderivaadid, s.t.
SV-jaak on reeglina asendis C3 esterifitseerunud vaavel-
happe jadgiga (tahistatakse nait. Gal-SO3H) . Seetdttu on nad
tugevalt happelised ja seovad kergesti katioone (vajalikud KNS
normaalseks elektrofusioloogiliseks aktiivsuseks).

Ganaliosiidid on sisuliselt tseramiidoligosahhariidid, s.t. tse-
ramiid on glukostitlunud oligosahhariidse fragmendiga. Viimane
sisaldab Gal, Glc, GalNAc, NeuNAc jt. NB! Ganaliosiidid sisalda-

gangliosiid G/
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vad véhemalt uUhe NeuNAc-j aagi. Gangliosiidide levinuimas
tahistuses: GwL ; G2 ; GT1 jne. viitavad m (mono), D (di) jJa T
(tri) NeuNAc arvule; indeksid 1,2,3 jne. on 5 - laenguta SV-de arv.

Gangliosiidid on levinud eeskadtt ajukoores, kus nad lokali-
seeruvad pohiliselt narvirakkude membraanides (plasmamembraanide
pinnal). Kuna gangliosiidid labivad hemato-entsefaalset barjaari
jJa soodustavad narvirakkude diferentseerumist, siis peetakse neid
perspektiivseteks terapeutilisteks vahenditeks.

Tsuklilised lipiidid

Nende baasalkoholiks on tsitklilised alkoholid. Reeglina on need

steraantuuma sisaldavad alkoholid, nn. steroolid. P6hiline ste-

rool loomorganismis on kolesterool. mille esterifitseerumine

atsuuljaagiga annab lipiidi - kolesteriidi.

r Veres on kogu kolesteroolist 1/3 va-

%§3 bait ja 2/3 kolesteriididena. Rohkes-
ti on teda vOis, munakollases, aju-
koes, vere [lipoproteiinides. Kuna
kolesterooll steraantuum on jaik ja
tasapinnaline, on ta oluline teatud
jJjaikuse tagamiseks biomembraanides
(eeskatt plasmamembraanis).

Kommentaar. Analoogiliselt kolesteroolile vOib paljusid steraani-
tuuma ja -OH sisaldavaid molekule (vitameerid D, sapphapped,
steroidhormoonid, sudameglikosiidid jt.) sisuliselt vaadelda
lipiidide baasalkoholina, mille esterifitseerimine atsuuljaagiga
annab lipiidr.

Markus: Lipiidide hulka voiks paigutada ka lipoproteiine. Kuna

nad funktsioneerivad sisuliselt segamakromolekulidena, siis
kdsitletakse neid vastavas peatikis.

FUUSIKO-KEEMILINE JA FUSIOLOOGILINE KLASSIFIKATSIOON

Fausiko-keemiline klassifikatsioon eristab apolaarspiri (neut-

120



raalsed, laenguta) ja polaarseid (laenguga) Hlipiide. Fusioloogi-
line klassifikatsioon jaotab lipiidid: reservlipiidideks (depo-
neeritakse energiavajadusteks 98% ulatuses rasvkoes, on sisuli-
selt triglitseriidid: inimorganismis on keskmiselt 11 kg lipiide,
millest reservlipiide on 7-8 kg) Jja struktuurseteks Hlipiidideks
(biomembraanide lipiidid; umbes 40% biomembraanide kuivmassist;
tsutoplasma lipiidid). Siia kuuluvad eeskatt fosfoglitseriidid,
aga ka glukosfingolipiidid ja kolesteriidid. NB! Biomembraanides
(eriti plasmamembraanis) esineb rohkesti ka vaba kolesterooli.

BIOFUNKTSIOONID

Energeetiline. Rasvhapete oksitdatsioon toimub olulise energiasaa-
gisega. Nait. Ig TG taielik oksudatsioon (CO2-ni ja H20-ni) annab
38,9 kJ (9.1 kcal) energiat (B! Ig SV annab 17,1 kJ). See tule-
neb rasvhapete C-ke kdrgest killastatusest vesinikega.
Struktuurne. Biomembraanide lipiidne kaksikkiht koosneb PL-dest
(plasmamembraanis 50-60% lipiididest), kolesteriididest ja vabast
kolesteroolist), sfingomueliinidest; tsttoplasma rasv kuulub
tsutoplasma ehitusse.

Transport. Nait. sulfolipiidid osalevad katioonide transpordis
labi biomembraanide lipiidse kaksikkihi.

Kaitse. Nahaalune rasvkude ja siseorganite Umbrised (rasvpadjan-
did) on olulised mehhaanilises kaitses ja termoregulatsioonis;
stingomueliinid ja tserebrosiidid on bioelektrilise isolatsiooni
materjaliks mueliintuppedes; gangliosiidid ja kardiolipiinid on
seotud immuunreaktsioonidega; gangliosiidid seovad bakteriaalseid
toksiine (kuuluvad retseptorite struktuuri).

Bioregulatoorne. Steroidhormoonid ja hormonaalse toimega lipiidid
(prostaglandiinid) reguleerivad aju bioelektrilist arritatavust;
biomembraanide PL-de seisundid (vedelam/tahkem) reguleerivad mem-
braansete valkude (retseptorid, Ulekandjad) funktsioneerimist.
Lahusti. Rasvlahustuvate vitamiinide omastamine/deponeerimine.
Varuaine. Loomorganismide rasvkoe TG-d ja o6lid taimedes.



NUKLEIINHAPPED
POHIMOISTEID

Nuklerinhapped (H) on lineaarsed polumeerid, mille monomeerid
seostuvad 3x,5 "-fosfodiestersidemetega. NH on seega morm nukleQ-

tiidjaakidest koosnevad polinukleotiidid.

Jagavad NH kaheks liigiks:

-kaheahelaline (\B!
-desoksuribonukleotiidi jaakidest
-sisaldab timrini

RNA puhul eristatakse jargmisi pohitilpe:
RNA

matsiooni
(tRNA) .

DNA RNA

reeglina) -Uheahelaline

(MRNA)

ribosoomi

Struktuurierinevused

-ribonukleotiidi jadkidest
-sisaldab uratsiili

"messengerRNA e.infor-
RNA (rRNA) ja transpordi RNA
Eukaruootsed rakud sisaldavad ka heterogeenset tuuma

RNA-d (heterogeneous nuclear RNA = hnRNA) ja vaikesemolekulilist

tuuma RNA-d (small nuclear RNA =

snRNA) . Kdrgemate organismide

rakkudes esinevate NH Uldiseloomustus on antud tabelis.

LEVIK FUNKTSI10ON SISALDUS
DNA  tuum geneetilise info sailitamine ja edasi- 97-99% kogu
andmine '‘tutar''DNA-dele (raku jagunemi- raku DNA-st
sel) ja mRNA-le (valgusinteesis)
mk, geneetiline iInfo MK teatud komponentide 1-4% kogu
kpl sunteesiks raku DNA-st
mRNA  tuum, valgusinteesiks vajaliku geneetilise 2-6% kogu
ts info tUlekanne DNA-It ribosoomidele raku RNA-st
tRNA ts, AH-jaakide transport ribosoomidele ja 10-20% kogu
rs, osalemine nende lulitumises polupeptiid- raku RNA-st
() ahelasse
rRNA rs moodustavad nuklerinhappelise osa tsuto- 82% kogu
5S plasma (mitokondrite) ribosoomides ja raku RNA-st
16S osalevad AH-jaakide lulitumises valgumo-
23S lekuli
28S
hnRNA tuum mRNA eelvorm jaljed
snRNA tuum, geenide aktivatsioon ja ribonukleo- 0,01% kogu
ts proteiinsete osakeste skeleti moodusta- raku RNA-st
mine tRNA transpordiks tsutoplasmasse
Kommentaarid. 1. Tabelis toodud luhendid on: mk= mitokondrid,

kpl= kloroplastid, ts=tsutoplasma,rs= ribosoomid. 2. Valjapakutud



Mr (nukleotiidijéakide ligikaudne arv) on: DNA - tinglikult 1011,
mRNA - 25-100 x 104 (750-3000), tRNA - 25-30 x 103 (73-93), 5SRNA
- 35x103 (100), 16SRNA - 60x104 (1500), 23SRNA HOx104 (3100),
28SRNA - 160x0104 (4300), hnRNA - 150x005 (P, snRNA - 20-35 x 104
(?. 3. Loomulikult DNA ja RNA sisaldus varieerub sdéltuvalt
organismi liigist, koest, rakust. Nait.spermatosoidides on DNA
sisaldus 50-60% raku kuivmassist, aga enamikes teistes rakkudes
1-9%. RNA/DNA suhe on 4-10 (tagasihoidliku valgu silnteesiga
rakkudes 0,3-2,8). 4. rRNA puhul on tabelis tema tuntumad varian-
did ribosoomides (5S,16S,23S,28S). 5. Prokartootide kromosoom on
pikk kaksikahelaline DNA molekul ,mis paikneb tsitoplasma spetsii-
filises kromosoomses tsoonis (Gukleoidis). Kui see nukleoid seos-
tub plasmamembraaniga nim. teda mesosoomiks. DNA fragmente, mis
asuvad valjaspool nukleoidi nim. plasmiidiks e. episoomiks. 6.
Elkaruootsetes rakkudes DNA molekulid on pdhiliselt valkude ja
RNA-ga seotuna nn. kromatiinniitidena rakutuumas. Kromatiin on
raku tuumaaine, millest formeeruvad kromosoomid ( 1igas kromosoo-
mis on Uks DNA hiidmolekul).

EHITUSKOMPONENDID

NH-te ehituskomponentidest radkides kasutatakse jJargmisi mois-
teid: N-alused, nukleosiidid, nukleotiidid.

N-alused NH-tes on purimidiini derivaadid (tsutosiin, uratsiil jJa
timiin) ning puriini derivaadid (@adeniin,guaniin)

0
¥ W (laktaam-) (laktiimvorm)
tsutosiin (© uratsiil Q) o timiin(T)
adeniin A guaniin G
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Kommentaarid. 1. Oksogruppe sisaldavad N-alused (C,U/T,G) on NH-
tes laktaamvormis (vt. tumiini naide). 2. Peale viie pohilise N-
aluse leidub NH-tes ka nn. minoorseid (harvaesinevaid) N-aluseid,
mis on enamasti pohiliste N-aluste metuulitud vormid (nait. 5
metuultsiutosiin, l1-metudluratsiil, 2-metudtladeniin, Ng-metuul-
adeniin, 3-metuulguaniin, N2-metlulguaniin jt.). Metuulderivaate
on leitud DNA-st ja RNA-st riti tRNA-st) . tRNA-st on leitud ka

HN-CMj
Ng-metuuladeniin 5,6-dihUdrouratsiil

7

5. 6-dihidrouratsiili. Moningate viiruste DNA-st on leitud gluko-
sutlitud derivaate (glukoosijadk on seostunud glikosiidsideme
abil tsutosiinis 5-hudroksumetuulrihmaga) . Minoorsete N-aluste
(nukleotiidide) pohifunktsioon on NH struktuuri stabiliseerimine
(vt.allpool).

Nukleosiidid on glukosiidid. NH puhul on nad reeglina N-gli-
kosiidid, sest R-glukosiidside (N-glukosiidside) seob N-alust ja
pentoosijadki. Sideme variandid on: NxC" ja N9-Cj (vt. skeem).

purimidiinalus G%ALT) puriinalus (A,G)
N, N.
NUKLEOSIID
c cy

riboos (Vo1 desoksiriboos)

Kui N-alus seostub riboosiga, moodustub ribonukleosiid. desoksu-

riboosi puhul - desoksiuribonukleosiid.
0]

(adeniin)
Hotfc o desokstadenosiin

(desoksuriboos)

124



Jargnev tabel annab Uldinfo N-aluste ja nukleosiidide kohta.

N-alus nukleosiidi N-aluse jJja desoksunukleo-
aldnimi nukleosiidi sumbol siidi sumbol

adeniin adenosiin A dA

guaniin guanosiin G dG

tsuttosiin tsitidiin C dC

uratsiil uridiin U

timiin timidiin T dr

Korvuti pohinukleosiididega esineb ka minoorseid nukleosiide
nagu pseudouridiin, dihddrouridiin, ribotumidiin (vt. tRNA). Ka
mitmed antibiootikumid on nukleosiidse ehitusega (spongosiin, ne-
bulasiin, puromitsiin jt.).

NH
Rif
Pseudouridiin () Dihiddrouridiin Ribotimidiin
(\B! side C5C™ ) oY) a

NUKLEOTIIDID. Nukleotiidid on nukleosiidide fosfoestrid. Vastava
nukleotiidi nimi tuleneb vastava nukleosiidi ja fosforhappe-
jJaadkide arvust (vt. AMP, ADP ja ATP).

q % (i gé Adeniin
N\ NN
R
adenosiin-5"-monofosfaat = AMP
adenosiin-5"-difosfaat = ADP

adenosiin$-5" -trifosfaat ATP

(dRib puhul vastavalt desoksuadenosiin-5"-monofosfaat= dAMP jne.)

Kommentaarid. 1. Kuna fosfaatgrupp(-pid) on reeglina CY, juures,
siis kaibeluhend on AMP (5"-AMP asemel). 2. Nukleotiide tahis-
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tatakse kolmetédheliste sumbolite kdrval ka lihtsalt A, G jre.
Lisandit "d" kasutatakse harva ja kahel eesmargil: a dA, dG, dC
ja dT, viitamaks desoksuribonukleotiididele DNA koosseisus ja 2)
dAMP, dGMP, dCMP, dTMP jne., viitamaks desokstribonukleotiidide
vabadele vormidele. 3. Rakus (pH«7,0) on nukleotiidid anioonidena
(nait. ATP4- ), s.t. nad on happed ja neid saab ka vastavalt
nimetada (seega: AMP= adentulhape= adenulaat). 4. Nukleotiidide
neeldumismaksimum on 260-280 nm juures.

Nukleotiidide 1a nende derivaatide funktsioonid. Nukleo-
tiidijadagid on NH monomeerideks. RNA koosneb ribonukleotiidi-
Jaakidest RNA ja DNA desoksuribonukleotiidijaakidest. Nukleosiid-
trifosfaadid on seejuures vastavate mononukleotiidijaakide
eelihenditeks NH siunteesil (NB!-seega ATP,GTP jne. annavad nii
sunteesiks vajalikku energiat kui ka ehitusiuksusi). Nukleosiid-
tri- ja difosfaadid on makreerai l1isuse tottu olulised energia
Ulekandjad. Keskseks on selles rollis kahtlemata ATP ning liht-
sustatult toimub energia uUlekanne jargmiselt:

ATP + X --—-4 X-® + ADP (\B! pdhivariant)
ATP ---s="AMP (purofosfaadijaagi eraldumine, harvem variant)

Mononukleotiidid ja nende derivaadid on vaadeldavad ka mitmesu-
guste koensuumidenn, mis liritensuumide komponentidena osalevad
mitmesuguste riuhmade, gruppide ensumaatilises uUlekandes (nait
UDP, CDP jt., vt. koensuumid).

Nukleotiidide huika kuuluvad ka nn. tstklilisoi nukleotii-
did, milles fosforhappejdak seostub riboosi kahe C aatomiga. CAWP

<& Adeniin

tsukliline AMP e.¢3',5'—cAMP e. CAMP
(leitud on ka 27,3"-cAVMP)

ja cGMP on olulised hormoonide regulatoorse toime vahendajad.

Teiste taoliste nukleotiidide roll on paljuski veel ebaselge.
Di- ja oligonukleotiidid. Kahe nukleotiidijaagi Uhinemisel tekib
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dinukleotiid, vahem kui 10 nukleotiidijéagist koosnevat molekuli
nim. oligonukleotiidiks (B! taoline liigendus on loomulikult
tinglik). Nukleotiidijadgid seostuvad 37 ,5"-fosfodiestersidemete
abil (vt. biopolUimeeride ehitusprintsiibid). Ka mitmed koensuiumid
(NAD, NADP, FAD) on dinukleotiidid, kuid (\B!Y) nendes pole 37,5"-
fosfodiestersidet (vt. koensuiumid).

Nukleosiidide ja nukleotiidide moodustumise uldskeem.

adeniin
guaniin
tsutosiin N-ALUSED
uratsiil
timiin
+ Rib + dRib
RIBO- Adenosiin d-Adenosiin DESOKSU-
NUKLEOSI IDID Guanosiin d-Guanosiin R I1BONUKLEO-
Tsutidiin d-Tsutidiin SI1IDID
Uridiin d-TUumidiin
+ fosforhappejaak + fTosforhappejaak
RIBONUK- AMP dAMP DESOKSU-
LEOTUD ID GMP dGMP RIBONUKLEO-
CMP dCMP TIIDID
UMP dTMP
RNA DNA
STRUKTUURITASEMED

DNA PRIMAARSTRUKTUUR. See on 3", 5"-fosfodiestersidemetega seotud
desoksuribonukleotiidijdakide jarjestus polunukleotiidahelas .
Korduvad fosfaat- jJa pentooscrrupid moodustavad kovalentse po-
laarse hargnemata 'tive'. millest ulatuvad valja hidrofoobsed Mn
alused (vt. biopoliumeeride ehitusprintsiibid). Ahel algab vaba
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5"-otsaga ja 16peb vaba 3"-otsaga (@helas sideme suund 5+Q7),
Lisagem, et elUkariuootide DNA sisaldab massiliselt teatud kordu-
vaid nukleotiidseid jarjestusi.

A

Ko

/ o.
§ > ys’

Fosfodiestersidet hudroluusivad nukleaasid (vastavalt kas desok-
suribonukleaasid vOi ribonukleaasid). Neid leidub koOikides rak-
kudes ja seedetraktis. Ahelasiseseid sidemeid Idhustavad endonu-
nukleaasid. Eksonukleaasid eraldavad terminaalseid nukleotiidi-
Jaake.

DNA primaarstruktuuri uurimistel kasutatakse restriktsiooni
nukleaase (sisuliselt endonukleaasid), mis Idhuvad aga DNA mole-
kuli ainult spetsiifilistest ahelasisestest kohtadest (vt. skee-
mi; protsessi nim. DNA restriktsiooniks). Taolisi nukleaase
isoleeritakse erinevatest bakteriliikidest, kelle jargi ka neid
nim. Levinuimad esindajad on Hpa | (Hemophilus parainfluenzae),
Hin dill (Hemophilus influenzae), Eco Rl (Esherichia coli).

Hpa | Hin dll1
5* -G-T-T-1-A-A-C- 3 5" -*a JA-G-C-T-T- 3"
3 CAA-1--T-T-G- 5" 3" - T-T-C-G-AjA*- 5"
esummeetriatelg *metudlitud derivaat

Toomahukusele vaatamata on nuudisajaks mitmete DNA-de primaar-
struktuur maddratud. Esimene oli bakteriofaagi <j)X174 Uheahelaline
ringikujuline DNA (Sanger, Bareli jt. 1977), milles on 5386
nukleotitdijdaki. (\B! See on aga Uks vaiksemaid DNA molekule).
DNA primaarstruktuuri Hlihtsustatud maaramisprotseduur on
jargmine. Lahte-DNA kindel kogus fragmenteeritakse restriktsiooni
nukleaasiga erineva pikkusega restriktsioonifragmentideks. lgas
fragmendis méaratakse nukleotiidijéakide arv fragmendi elektrofo-
reetilise liikuvuse alusel (spetsiaalsed votted lubavad elektro-
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foreetiliselt lahutada kuni 200-jaagilisi fragmente ja isegi
siis, kuil nad erinevad vaid Uhe jaagi vorra). Ilga fragmendi 5°-
ots méargistatakse radioaktiivselt, sekveneeritakse luhemateks
fragmentideks ning saadakse viimaste elektroforegrammid.
Jargnevalt voetakse uuesti kindel kogus lahte-DNA, I1dhutakse see
fragmentideks mingi teise restriktsiooni nukleaasiga ja jargneb
ulalkirjeldatud protseduur. VOrreldes esimese protseduuri re-
striktsiooni kaarti (restriction map) teise protseduuri omaga,
saab kattuvuse alusel jarjestada fragmendid ja seega tuvastada ka
primaarstruktuuri. Kuil vaja, rakendatakse veel 3-dat ja 4-dat
protseduuri uute restriktsiooni nukleaasidega.

DNA molekuli primaarstruktuuris on kimnete tuhandete kordu-
vate pohialuste (A, T, G ja 0 korval ka teatud mdaral minoorseid
aluseid, mis on reeglina metuaulitud (vt. Ulalpool). Selgitame
nende kaitsvat rolli bakteriaalse DNA naitel. Antud liigi bakte-
rite DNA-d kaitsevad teda modifitseerivad metiulaasid ja re.-
atxikLsiQQai jaukleaasid. Esimesed metiuilivad spetsiifiliselt vaid
vastavaid N-aluseid DNA-s, s.t. moodustub antud bakteriliigile
iseloomulik metudlitud jaakide kaart (see el muutu bakteriraku
elu jooksul). Restriktsiooni nukleaasid I16huvad bakterirakku
sattuva vodra DNA (see el saa enam replitseeruda), kuna selle me-
tudlitud jadkide kaart erineb reeglina peremehe omast. Bakteri-
tes on leitud Ule 150 erineva restriktsiooni nukl”aasi (vt
tldpesindajaid dlalpool). NB! Kui nait. Hpa 1 18hkumiskoha (nim.
restriktsiooni 'site') lahedal oleks kas vOi Uks A metuulitud
(A*), siis Hpa |1 poleks vOoimeline seda kohta DNA-s 16hkuma (vt.
ulaltoodud skeemi). Lisagem, et enamik metudlimise/restrikts-
1oont fragmente DNA ahelas omavad teist jarku summeetriatelge
(vt. ulaltoodud skeeme), s.t. kui skeemil toodud DNA luhikesi
16ike pOoOrata joonise tasapinnal 180°, jaab ta samasuguseks nagu
lahteasendis.

Bakteriviiruste DNA on aga erinev ja seetdttu kaitstud
bakteriraku (peremeesraku) restriktiivse aktiivsuse suhtes. Nait.
viiruslik DNA on modifitseeritud (nairt. glukosuulitud voi
hidroksumetuulitud vor metiulitud) sellistest kohtadest, et pere-
meesraku restriktsiooni nukleaasidel el ole vdoimalik temaga
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seostuda ega 16hkuda. Viiruslik DNA vdib sisaldada ka teatud
jarjestusi, mida peremeesraku nukleaasid el suuda "ara tunda™.

Restriktsiooni nukleaase kasutatakse geenide vaijaldotkami-

kamiseks ja jargnevaks asendamiseks teise organismi geenidega
(insenergeneetika, biotehnoloogia) ja nait. kromosoomide kaartide
koostamiseks. Osa neist ensuumidest Idhub DNA biheeliksi nii, et
lahutatud otsad jaavad erineva pikkusega (vt. Hin dill skeemi).
Kuna need vabad otsad vdivad komplementaarselt seostuda samasu-
guse jJarjestusega otsadega mujal DNA molekulis, siis nim. neid
kleepuvateks otsadeks (cohesive ends).
DNA SEKUNDAARSTRUKTUUR. Pdhieeldused selle avastamiseks olid
Chargaffi reeglid ja rontgenstruktuuranallisi andmed. Nimelt
postuleeris Chargaff (1949-50), et : 1) igas DNA-s (sdltumata
organismi liigist) adeniinijéagid = tUmiinijéi);;:igid ning guaniini-
jaagid = tsutosiinijaagid, s.t. A =T ja 6 = C; 2) puriinjaagid
= purimidiinjaagid, s.t. A + G = C + T. Teisalt, rontgenstruk-
tuuranaluias Wilkins, Franklin, 1950-53) n&aitas DNA-s korduvate
ehitusiksuste esinemist, s.t. tdendoline on spiraliseerumine.

1953.a. Watson, Crick uldistasid kogu info, postuleerides:
DNA on kaksikspiraalse ehitusega, s.t. tema molekul koosneb
kahest lineaarsest komplementaarsest polunukleotiidsest ahelast,
mis on Umber naiva Uhise telje paremale spiraliseerunud ja on
antiparalleelsed (vt. skeemid).

Naaberahelate komplementaarsus, s.t. ahelatevaheline paardu-
mine on "lubatud™ vaid nii, et A seostub T-ga ja G seostub C-ga
(\B! Chargaffi reeglite tlestus), mis tagabki: 1) naaberahelate
vOordse kauguse teineteisest kogu molekuli ulatuses (nairt. paar A-
G ei mahuks suurte mddtmete tottu biheeliksi sisemusse); 2)
Qptimaaljse arvu__ maksimaalse stabiilsusega vesiniksidemeid N-
aluste vahel (nait. paaris C-T oleksid N-alused teineteisest
liiga kaugel stabiilsete vesiniksidemete tekkeks).

Biheeliksit (sekundaarstruktuuri) hoiavadki vesiniksidemed
(vt. joonis) komplementaarsete N-aluste vahel ning hudrofoobsed
vastaktoimed biheeliksi sisemusse paigutunud hidrofoobse>tg N-
aluste vahel (B! N-alused el liida vee molekule).
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Biheeliksit stabiliseerivad ka pinnalasetsevate hudrofiilsete
fosfaat- ja pentoosgruppide negatiivseid laenguid kompenseerivad
vee dipoolid. Ahelate antiparalleelsus, s 4:. Uhes ahelas on
sideme suund 54Y»*" ja vastasahelas on 3"-"5" (vt. skeem),
voimaldab m6lema ahela paremale po66rduvuse.

Eristatakse biheeliksi vahemalt kolme vormi pohiliselt vee
sisalduse alusel: B-vorm - vett ule 60%, klassikaline biheeliks,
milles on nukleotiidijdagi korgus on 0,34nm ja heeliksi
taispoorde korgus (10 N-aluste paari) on 3,4nm; A-vorm - vett
alla 60%, nn."puhetunud” biheeliks, taispodore - 2,8 nm (11 N-
aluste paari, sest nukleotiidijadkide vaheline kaugus on pisut
muutunud); C-vorm - meenutab B-vormi, on aga puhetunud, taispoore
- 3,3 nm (@ N-aluste paari). Koigil nendel vormidel on ka pisut
erinev biheeliksi diameeter (kdigub piires 1,7-2,0 nm). Oleta-
takse, et A-vormis on DNA matriitsiks transkriptsioonil, B-vormis
aga replikatsioonil.

Sekundaarstruktuuri juurde kuulub ka palindroomide moiste.
Palindroom on eukaruootse DNA 1061k, mis sisaldab nukleotiidsete
jarjestuste poorduvaid analoogiaid (vt. skeem). Naeme, et
jarjestus on samane loetuna bihelikaalse 10igu moélemast otsast.

5" — T-C-G-C-G-A---3"

3"— A-G-Cj-G-C-T— 5"
summeetria telg

Palindroome on DNA-s rohkesti. Lihikesed palindroomid on signaal-
G«

pikk palindroom



kohaks vastavate regulatoorsete valkude jaoks kromosoomselt DNA-
It info transkripteerimise alustamiseks. Pikad palindroomid (tu-
handed N-aluste paarid) voOivad moodustuda ka biheeliksi Uhe ahela
N-aluste paardumisel. Tekivad nn. riststruktuurid (vt. skeemi
alal), mis on samuti seotud teatud signaalfunktsioonidega.

DNA TERTSIAARSTRUKTUUR. Valgud histoonid seostuvad oma positiiv-
sete laengute abil DNA biheeliksi negatiivsete laengutega. See
ongi oluliseks aluseks DNA biheeliksi kokkupakkimisel tertsiaar-
struktuuriks. Selgitagem seda lahemalt, alustades kromosoomist.

Kromosoomide arv sdltub organismi liigist (kana 78, inimene
46, kaulik 44, rott 42 jne.). Kromosoomidel on keerukas ehitus,
Ja neis paikneb Uks gigantne DNA molekul. Kromosoomi moodustab
kromosoomne materjal e. kromatiin. Kromatiin koosneb peenikestest
niitidest, milles on 60% valku. 35% DNA ja 5% RNA (arvud on
loomulikult ligikaudsed). Valkude p6hihulga moodustavad histoonid
(30-45%) . Kromatiini ehitus on selline, et antud liigile omane
Uhesugune DNA-s olev geneetiline info on spetsiifilistes rakkudes
erinevalt kasutatav.

HistQQnide roll seisneb DNA biheeliksi korrastatud pakki-
mises kromatiini ehitusiksusteks e. nukleosoomideks (nait. kui
votta valjavenitatud DNA pikkuseks ligikaudu 2 meetrit, siis
kromosoomis on ta pakitud umbes 5 nm pikkuseks). Elektronmikros-
koobis paistab kromatiin "parlikeena'™, kus nukleosoomid
('parlid™) vahelduvad niitjate ('parlivabade’™) 106ikudega (vt.
skeem). 0 histoonvalgu

molekuli



DNA molekulist 80-90% langeb nukleosoomide arvele, niitjad osad
moodustavad seega 10-20%. Nukleosoomis on pakkunud umbes 250 N-
aluste paari, nukleosoomidevahelistes osades on 20-120 N-aluste
paari (s6ltuvalt organismi liigist ja rakkude tuubist). Histoon
Hn nukleosoomi moodustamises el osale. Ta on seotud hoopis
transkriptsiooni regulatsiooniga. Lisagem, et kromatiin seostub
tuuma mittehistoonsete valkudega (neid on leitud sadu), mis
moodustavad tuuma maatriksi.

DNA terstiaarstruktuuri naiteid:

lineaarne Uheahelaline (bakteriofaag <»X174 ja mdned
teised viirused)

ringikujuline Uheahe- (DNA viirused ja mitokondriaal-

laline ne DNA; mitokondritest on lei-

tud ka nn. Yarpnasair«piH vorme

ob

ringikujuline bihee- (viiruste replikatiivne vorm)
liks

RNA PRIMAARSTRUKTUUR. Selle ehitusprintsiip on analoogiline DNA
omale, s.t. ta on 3",5"-fosfodiestersidemetega seostunud ribonuk-
leotiidijaakide jarjestusepolinukleotiidahelas. Erinevalt DNA-st
on kovalentseks tuveks riboosigrupid (koos fosfaatgruppidega )
ning T asemel on U. Eukariuootsetes rakkudes on uUle 1000 erineva
mRNA, 3-5 erinevat rRNA ja ule 70 erineva tRNA. Nuudisajaks on
teada enamike tRNA-de primaarstruktuur. Esimesena maarati Ala
transportiva tRNA e. alanUUl-tRNA e. tRNA*1* primaarst ruktuur
(Holley jt. 1965). See tRNA sisaldab 77 nukleotiidijadki, millest
7 on minoorsed OHU, Y, DMeG = dimetiuulguaniin, MeG =
metiulguaniin, MeJ=metuulinosiin). Minoorseid nukleotiidijéake on
tRNA-des leitud umbes 10% ning peale kairtsefunktsiooni (vt. DNA
primaarstruktuur) on neil ka tertsiaarstruktuuri moodustumist
soodustav roll (nad el paardu, s.t. nende asukohal ahelas on
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sekundaarstruktuur hairitud). Vaata illustratsiooniks nait.
tRNAphe sekundaarstruktuuri joonist.
RNA SEKUNDAARSTRUKTUUR JA TERTSIAARSTRUKTUUR. Vaatleksime seda
kdigepealt mRNA naitel. Kuna mRNA sisaldab DNA palindroomide
koopiaid/ siis tema sekundaarstruktuur sisaldab pre-mRNA vormis
(MRNA eelvorm) ni1 "riststruktuurseid"” osi (vt. DNA sekundaar-
struktuur), kui ka lineaarseid osi. Protsessingu (' kiUpsemise'™)
kaigus "riststruktuursed” osad eemaldatakse enstumaatiliselt ja
moodustub mRNA ahel, mis koosneb spiraliseerunud Jja sirgetest
I61ikudest. mRNA tertsiaarstruktuur meenutab niidirullile (rulliks
on transportvalk informeer) keritud niitjat ruumikujundit, (vt.
ka matriitssinteesid).

rRNA sekundaarstruktuur tédhendab uUheahelalise molekuli
spiraliseerunud ja kaandunud Idikudest ruumikujundit. rRNA
tertsiaarstruktuur on nuiakujuline voi kerajas soltuvalt keskkon-
na tingimustest (vt. joonist). Tertsiaarstruktuurne rRNA on
ribosoomide skeletiks, millega seostuvad ribosoomi valgud.

osaliselt lahtihargnenud ahel

kompaktne, nuiakujuline kompaktne, kerajas
rRNA tertsiaarstruktuur
tRNA sekundaarstruktuuri iseloomustamiseks kasutatakse ''ristiku-
lehe'" mudelit (vt. joonis). Tegelikult muidugi pole tRNA molekul

selline Uhetasapinnaline. Nagu naha jooniselt, on selline 'risti-
kulehelisus" tagatud komplementaarse paardumisega tRNA ahela
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erinevate osade N-aluste vahel. Vesiniksidemete vabasid elastseid
Y
— aktseptorots

vesiniksidemed

n TyC-1ing
lisaling

-antikoodoni ling
N(tripletne antikoodon)
sekundaarstruktuuri tRNA sekundaarstruktuur
lihtsustatud naide
tRNA (tRNAphe)
osi tRNA molekulis nim. lingudeks ('loop'"), mis tavaliselt sisal-
davad minoorseid (modifitseeritud) nukleotiidijddke. Eristatakse
Jjargmisi lingusid:
dihiddrouridiini e. D-ling, mis sisaldab vahemalt uUhte DHU-jaaki
(tuupjarjestus on DHU-DHU-G-A). Lingu pikkus on 8-10 nukleo-
tiidi jadki. D-ling seob aminoatsuul-tRNA-slUntetaasi. Viimane
osaleb AH-jd&gi ja talle vastava tRNA "aratundmises’,
antikoodoni ling, mis sisaldab seitsme nukleotiidijaagi hulgas
tripletset antikoodonit. Vastava tRNA antikoodon paardub komple-
mentaarselt mRNA vastava koodoniga. See maarabki AH-jaakide
pollpeptiidahelasse pailgutumise jarjekorra valgu birosiunteesil,
pseudouridiin e. T C-ling, mis sisaldab pseudouridiiniiadks @)
ja ribotimidiiniidédki (7). Koikide tRNA-de puhul on selles lingus
olemas jarjestus: G-T-Y-c e Arvatakse, et see ling osaleb tRNA
seostumises ribosoomiga,
lisaling - on varieeruva pikkusega.

Koikide tRNA-de 3"-otsa nim. aktseptorotsaks. See ots 16peb
jarjestusega C-C-A. Adenosiini 3"-OH kaudu liitub siia transpor-
ditav AH-jaak. tRNA ahela 5"-ots on reeglina G- () (harvem C(Y)) .
Iga péhiaminohappe jaoks on olemas vdhemalt Uks tRNA.

o R

n i .
_ CCA—O*C—CF aminoatsuul -tRNA



tRNA tertsiaarstruktuuri tekkel seostuvad ahela osad taiendavate
hidrofoobsete vastastikuste toimete abil (vt. rRNA ) . Paarduma-
tud minoorsed komponendid on selle struktuuritaseme tekkes ja
pusimises vaga olulised.

GEENID

Kasitleksime luhidalt ka méningaid DNA ja RNA funktsioonidega
seotud pohimdisteid nagu matriits. geen jt.

MATRIITS. DNA nukleotiidne jarjestus kannab geneetilist infot.
Kuna DNA Uks ahel maarab komplementaarsuse alusel taielikult ja
tapae. It ara tema baasil silnteesitava materjali (selleks on repli-
katsioonil antud ahelale tekkiv komplementaarne DNA ahel voi
transkripteeritav RNA), siis vOime oOelda: DNA nukleotiidne
jarjestus on replikatsiooni ja transkriptsiooni matriitsiks. mRNA
nukleotiidne jarjestus on jarelikult matriitsiks silnteesitava
valgu molekuli suhtes. Siit tulenebki termin "matriitssinteesid".
GEENID. DNA on geenide materiaalne kandja. Kuigi geeni mdiste on
ajalooliselt mitmeti muutunud ('Uks geen-"~uks ensuum'™; "Uks geen
Nuks valk™ jJne.), peetakse nuudisajal otstarbekaks kasutada
moistet 'Uks geen-"Uks polupeptiidahel™. Nait. Hb koosneb kahte
tlhdpi (a- ja R-tudpi) polupeptiidahelatest, mida mélemat kodee-
rib erinev geen. Loomulikult on ulaltoodud geeni mdiste tinglik,
kuna esinevad:

struktuursed geenid, mis kodeerivad RNA-sid ja polipeptiide (s-t.
struktuurseid slsteeme);

DNA regulatoorsed jarjestused, millel pole kodeeriv vaid regu-
leeriv funktsioon. Neist osa mdarab struktuursete geenide alguse
ja I0opu, osa kairvitavad/peatavad struktuursete geenide tegevuse;
geenide kattuvused kromosoomis, s.t. Uks ja sama jarjestus DNA
molekulis maarab ara rohkem kui Uhe polipeptiidahela; mdningad
geenid esinevad arvukate funktsionaalsete koopiatena;

geenide mittetransleeruvad ja transleeruvad osad. Esimesi nim.
introniteks, teisi eksoniteks (vt. skeem). Intronid katkestavad
seega range kolineaarse vastavuse geeni osade jJa selle geeni
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poolt kodeeritava polipeptiidi AH-se jarjestuse vahel. NB! Intro-
nite summaarne pikkus uUletab tunduvalt eksonite summaarse pik-
kuse. Intronite arv geenides varieerub (nart. kollageeni geenis
on neid ule 50) ja nende funktsioon pole Uheselt selge.

TX2AUM3Mm W y/m/dTioTbWwaT

A B C D E r "'sabal
Ovoalbumi ini gaun (numbrid on eksonid, tahed intronid)

Geene on kromosoomis tuhandeid. Kul vOtta keskmise geeni suuru-
seks vaga tinglikult 1000 nukleotiidipaari, siis nait. E.coli DNA
sisaldab vahemalt ule 3000 geeni. Kui vdtta nukleotiidipaari
keskmiseks molekulmassiks 650, siis uUhe E.coli keskmise geeni Mr*
650 000. Lisaksime uldistavaks illustratsiooniks E.coli kromo-
soomikaardi. Ringikujulise kaardi valiskiljel on nende 52 geeni
toonimetused, mille suhteline pargutus kromosoomis on teada.
Numbrid (minutites) vastavad ajale, mis kulub kromosoomi
Ulekandeks emasrakku (vastavalt nooltega naidatud suundadele).

E.coli kroaosoomikaart

(geen thr on aja tinglik algus)

FUUSIKO-KEEMILISED OMADUSED

Need omadused tulenevad eeskatt NH kdérgmolekulaarsusest ja
struktuurist. NH iseloomustab: 1) lahuste happelisus, 2) lahuste
kolloid-osmootsus ja spetsiifilised omadused, 3) lahuste kodrge
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tihedus Ja viskoossus, 4) denatureeruvus.
Happelisus. NH on polualuselised happed, mis pH 7 juures on
polianioonid (fosfaatgruppide negatiivne laeng!). Seetdttu seovad
nad katioone, poluamiine (spermiin, spermidiin). NB! Negatiivsete
laengute ja histoonvalkude Arg- jJa Lys-jaakide positiivsete
laengute interaktsioon on nukleoproteiinide moodustumise alu-
seks.
Kolloid-osmootsus. Need omadused on tuupilised kdrgmolekulaarsete
biomolekulide lahustele (vt.valgud). NH omavad neeldumismaksimumi
260 nm juures. Vorreldes aga nukleotiidide neeldumismaksimumiga
260 nm juures, on NH oma oluliselt vaiksem. Seda optilise tihe-
duse langust nim. hupokroomefektiks ja see tuleneb DNA ja RNA
struktuursest organisatsioonist ning G-C suurest hulgast moleku-
lis (\B! 3 vesiniksidet).
Lahuste tihedus ja viskoossus. KoOrge Mr ja molekuli selge
asummeetria tingivad NH lahuste kdrge viskoossuse. DNA lahuse ti-
hedus korreleerub paari G-C sisaldusega ( 3 vesiniksidet, s.t.
mida suurem on selle paari sisaldus, seda kdrgem tihedus).
Denatureeruvus. DNA denaturatsioonil [I6hustuvad vesinik- ja
hidrofoobsed sidemed ning biheeliks keerdub lahti Uheahelaliseks
polinukleotiidseks struktuuriks. Denatureerivad ekstreemne pH (<3
ja >12), etudlpiiritus ,ioonjdud, kobrge temperatuur (80-90°C)
Jt.DNA denaturatsioon on uldjoontes sarnane valkude denaturat -
Jioonile. Erinevalt valkudest on aga DNA denaturatsioon vaga jarsk
s.t. toimub kitsas temperatuuride vahemikus (80-90°) ning seda
temperatuuride vahemikku nim. sulamistemperatuuriks. DNA natiiv-
suse kadumisega touseb hiuppeliselt neeldumine 260 nm juures
(hiuperkroomefekt), mistottu saab natiivsuse muutust sellel laine-
pikkusel tuvastada. Kui denaturatsioonil jaab DNA biheeliksist
vahemalt 15 nukleotiidipaari sisaldav 161k komplementaarselt
seotuks, saab fTusioloogiliste optimaalsete tingimuste taastamise-
ga esile kutsuda renaturatsiooni (taastub biheeliks). Kui bihee-
liksi ahelad on taiesti eraldunud, kulgeb renaturatsioon raskemi-
ni ja tal on tinglikult kaks etappi: esimeses aeglases etapis
ahelate tekivad juhuslike kokkupuudete kéigus luhikesed komple-
mentaarsed alad; teine etapp on vaga kiire - Ulejaanud N-aluste
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paarid Uhinevad jarsult komplementaarsuse printsiibi alusel.

Kui erinevate bioloogiliste liikide (inimene,hiir) DNA denaturee-
rida, siis aga segada polunukleotiidahelad omavahel ning hoida
65° juures vajalik aeg, paarduvad erinevatest allikatest (iir,
inimene) DNA Uksikud ahelad ulatuslikult. Tekivad nn. hibriidsed
biheeliksid, kus Uks ahel on hiire ja teine inimese DNA-st.
Hibridiseerumine toimub nendes ahela osades, kus hiire ja inimese
DNA Uksikahelate nukleotridijadkide jarjestus on komplementaar-
ne. Seda nim. molekulaarseks hiubridisatsiooniks ja see naitab NH-
te struktuurset homoloogiat (sugulust). Nait. inimese DNA annab
DNA-DNA hubriide hiire DNA-ga kergemini (liigiline lahedus), kui
parmide DNA-ga. Hubridisatsiooni kasutatakse korduvate nukleo-
tiidijaakide jarjestustega l10i1kude selgitamiseks antud DNA-s
(neid on DNA-s tuhandeird). DNA-RNA-hibridiseerimine lubab aga
selgitada, kas see DNA on komplementaarne selle vOi teise RNA-ga.

NUKLEIINHAPPED JA VIIRUSED

Koirgepealt pisut genosistemaatikast. Nimelt, antud liigr ja
konkreetse indiviidi DNA nukleotiidne koosseis el muutu organismi
kasvuga ja ei soltu toitumisest. Teisisdnu, DNA omab Irigilist
spetsiifilisust. Seetdttu vOib DNA nn. spetsiifilisuse koefitsi-
enti (ehk G+C/A+T) kasutada organismide geneetilises silste-
maatikas (genosistemaatika). Kuigi see koefitsient varieerub
0,35-2,70, on ta taksonoomiliselt lahedastel liikidel l&hedane.
Nait. mikroorganisme iseloomustab pohiliselt G-C tidp, inimest ja
ahvilisi aga A-T tulup. Hubridisatsioon on samuti naidanud, et
inimese ja simpansi DNA erinevad koostiselt vaid 2-4%.

Viirustele on iseloomulik: 1) NH sisaldus,* 2) subuhikutest
(kapsomeeridest) koosnev valguline Umbris e. kapsiid; 3) parasi-
tism -mitokondrite, ribosoomide puudumisel ei saa nad iseseisvalt
eksisteerida/Zpaljuneda. Viirusega nakatatud peremeesrakk sin-
teesib viiruse NH, mis sisaldab infot kapsiidi silnteesiks.

Vitruste liigendamine arvestab NH (DNA vOoi RNA) sisaldust:
DNA-viirused - bakteriofaagid (*174,jt.), loomade viirused (pa-
pilloomiviirus, herpeseviirus jt.)/
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RNA-viirused - HIV (e. human immunodeficiency virus) jJt. ning
taimede viirused (tubaka mosairigiviirus jt.)

Viitrustes, kus puudub DNAftaidab viiruse RNA vahemalt kahte
funktsiooni: ta on nii geneetilise info kandja kui ka mRNA.
Nimelt, viiruse RNA replitseerub RNA replikaasi toimel ning tekib
talle komplementaarne ahel, s.t. tekib RNA replikatiivne vorm.
Viimase uus ahel (tahistatakse © ) on matriitsiks algse RNA
(viiruse RN”™ siunteesimisel (vt. skeem).

RNA replikaas

Replikatiivne RNA

Viiruste puhul on naidatud ka poorduva transkriptaasi e. RNA-
sOltuva DNA polimeraasi eksisteerimist. Viiruse RNA alusel sin-
teesitakse DNA, see lulitub peremeesraku kromosoomi ja kujutab
endast matriitsi viiruse RNA jargnevaks sunteesiks. Sel viisil
kasutatakse RNA-d (teatud vahevormide abil) geenide paljundami-
seks. Ilmselt toimub selline protsess peale viiruste ka
embrionaalsetes rakkudes. Nahtust nim. geenide amplifikatsioo-
viks. Viiruste puhul kasutatakse ka terminit "onkoviirused™.
Onkoviirused (e. onkogeensed viirused) on viirused, mis vOivad
nakatatud peremeesrakke transformeerida vahirakkudeks. Nende
viiruste DNA lulitub peremeesraku DNA-sse. Jargnevalt ta replit-
seerub koos peremeesraku DNA-ga. Kujunenud hibriidse viirusliku
NH alusel slnteesitakse peremeesrakus onkoproteiine, mis indut-
seerivad rakkude pidurdamatut kasvu.

NH puhul kasutatakse ka mdistet "transduktsioon'™. Nait.
bakteriofaag vOib kahe bakteri jarjestikulisel nakatamisel
tukikese esimese bakteri DNA fragmenti uUle kanda teise bakteri
DNA-sse. Kanduvad tle uued parilikud omadused.

Viiruste teema puhul tekib loomulikult kisimus ka arvutivii-
rustest. Sellel teemal peatume raamatu teises o0sas.



ISOLEERIMISE TUUPMENETLUS

NH isoleerimine on lihtsustatult jargmine. Biomaterjali homoge-
naati toodeldakse fTenooliga, milles sisaldub SDS vOi1 Na-ealit-
sulaat.Fenool 18hub nukleoproteiinides i1oonsidemed, SDS voir Na-
salitsulaat denatureerivad valgud. Denatureeritud valk difundee-
rub fenoolikihti, NH aga veekihti. Viimasest sadestatakse NH
valja kiulma etanooliga. Nii1 saamegi suhteliselt puhtad NH-te
preparaadid. Kui NH on vaja edasi puhastada, kasutatakse iooni-
vahetuskromatograafiat, tsentrifuugimist tihedusgradiendis, elek-
toforeesi jt. lahutusmeetodeid.
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ENSUUMID
MOISTE

Aineid, millel on bioregulatoorne toime metaboolsetele protsessi-
dele, nim. bioaktiivseteks. Tinglikult on nad kas endogeensed
(organismis sunteesitud) - ensuumid, hormoonid vOi eksoaeensed
(seedetrakti kaudu omastatavad) - vitamiinid, mikroelemendid.
Enstimid (E) on bioaktiivsed, endogeensedf, spetsiifilised liht-
ja liitvalgud, mis on katalusaatorid, teisisdonu, elutegevuse
aluseks olevate ainete mim.ndumi.sprotaeaaisle Kkilruse ja suuna
maaravad biokatallsaatorid e. ensuumid.

E-de uurimise ajalugu vOib kasitleda kolme aspektina.
I Vitalistliku k&arimisteooria likvideerimine
1783 Spallanzani - toidu I0hustumine maos on keemiline protsess
1814 Kirchhof - nisuterades on tarklist suhkrustav amilaas
1837 Berzeliusfermendid on kaarimise (B! gaasi eraldumisega
protsess) katalUsaatorid. Vottis kasutusele mdiste 'ferment"
(lad.k. fermentum = k&arollus, juuretis)
1853-65 Pasteur - pidas ekslikult identseks kaarimise fermente ja
terveid parmirakke, nimetades viimaseid 'organiseeritud fermenti-
deks™
1850-70 Liebig - absolutiseeris kaarimise keemilist kulge: kaari-
mine ei vaja mikroorganisme, s.t. on puhtalt keemiline nahtus
1878 Kuhne - pani ette nimetada 'organiseeritud fermente" liht-
salt fermentideks ja nn. "organiseerimata fermente" enstimideks
(kr.k. en = sees, zyme = parm, s.t. enzyme = parmirakus). Sisuli-
selt tekkis sel perioodil vitalistlik enstuimi ja fermendi vastan-
damine. POhjus: puudus seletus, miks seedeenstiumid on rakuvabad,
aga kaarimine vajas rakke (mnikroorganisme)
1897 Buchner, E. - valmistas parmirakkudest parmimahla, mis oli
voimeline k&aritama. Jarelikult, kaarimine ei vaja mitte parmi-
rakku kur sellist, vaid parmirakku koos temas olevate en-
suumidega (likvideeris vitalistliku k&arimisteooria). Seega:
ensuum ja ferment on sunonuumid. Maailmakirjandus eelistab termi-
nit "‘ensudm™.
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Il Enstumide toimemehhanismi uurimine

1843 Ostwald - fermendid on katalisaatorid (B! neil on Uhis-
jooned anorgaaniliste katallsaatoritega)

1894-98 Fischer - E ja substraat () sobivad nagu "lukk™ja "voti*
1913 Michaelis, Menten - ensuumreaktsioonis tekib vahelhe..nd e.
nn. ensuumsubstraatkompleks ES

1921 Warburg - S muundub E-mi aktiivtsentris

1952-64 Jacob, Monod - osadel E-1 on ka regulatoorne tsenter

11l Enstuumide keemilise loomuse selgitamine

1878 Traube ja 1909 Sorensen - oletasid, et E on valgud (vasta-
valt termoinaktivatsiooni ja pH moju uurimiste alusel)

1900-10 Pavlov - seedeensutumid (trupsiin) omavad inaktiivset
eelihendit e. proensuumi (nait. tripsinogeen)

1926 Sumner - sai esimese ensulmi (ureaas) kristallid, mis osutu-
sid valguliseks (seega E = valk)

1957 viland jt. - paljudel E-del esinevad molekulaarsed vormid e.
1-SQn,s,u.im-d

Nuudisajaks tuntakse vahemalt 2700 E-mi. KO&ik nad on valgud.
Ensuuimidel on keskne roll biomeditsiinis (ravimite toimemehhanis-
mide valjaselgitamine, ensuumteraapia, enstumdiagnostika, toitu-
mise biokeemia ja fusioloogia, molekulaarsed haigused jne.).

NOMENKLATUUR JA KLASSIFIKATSIOON

Nomenklatuur. E nimetamise uUldprintsiip on jargmine: substraadi
nimetus omandab 10pu '"-aas'". Tavaliselt kasutatakse Ili1htsaid
toonimetusi. Nait.,substraadiks on sahharoos, E nimetus on sahha-
raas; tarklist (lad. k. "amylum'™) I6hustava enstimi nimi on ami-
laas. Kaibenimetus antakse enamasti aga siiski S ja kataluusi-
tava reaktsiooni tuudbi jargi. Nait. laktaat + dehddrogeenimine +
aas = laktaadi dehudrogenaas. Multiensutimkomplekside puhul kasu-
tatakse lisandit kompleks (nait. piruvaadi dehidrogenaasne kom-
pleks) . Toonimetusena lubatakse kasutada ka ajaloolisi nimetusi:
pepsiin, trupsiin, kumotripsiin jt.

Igale korrektselt kindlaks tehtud E-le on Rahvusvaheline
Nomenklatuurikomisjon andnud ka tapse, uUheselt mdistetava slUste-
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maatilise nimetuse. Nait. laktaadi dehidrogenaasi (LDH) siste-
maatiline nimetus oleks: L-laktaat: NAD+-oksudoreduktaas. L-lak-
taat oleks esimene S, NAD+ (on koensuum, sisuliselt ka teine
substraat). Oksudoreduktaas viitab kataluusitavale reaktsioonile.
Klassifikatsioon. Selle aluseks on katallUusitavad reaktsioonid.
Klassi number Katalulsitavad reaktsioonid

ja nimetus

1.0Oksudoreduktaasid Redoksreaktsioonid H+, e Ulekanne)

2.Transferaasid Funktsionaalsete gruppide ulekanne
3 .Hudrolaasid Sidemete (v.a. C-C) hiudroluius vee liitmisega
4 .Libaasid Mittehudrolutdtiline sidemete C-C (aga ka C-O,

C-N ja C-S) [Ib6hustumine, tihti kaasneb kak-
siksidemete teke voi liittumine neile

5. 1someraasid Isomerisatsioonireaktsioonid ( funktsionaal-
sete riuhmade molekulisisene llekanne)
6.Ligaasid Sunteesireaktsioonid

Iga Uksiku E téapseks maaratlemiseks on koostatud nende kuue
klassi pohjal rahvusvaheline nimestik (EC). See hdlmab nuuddis-
ajaks 2442 erinevat E, kusjuures igat E-mi tdhistab neljanumbri-
line Siffer. Nait. on pepsiini Siffer EC 3.4.4.1. Number 3 viitab
hidrolaaside klassile, 4 - kuulumist alaklassi, mis hudroluusib
valkude peptiidsidemeid, jJargmine 4 naitab ala-alaklassi, mis
I6hub neid peptiidsidemeid, mille moodustavad aromaatsed AHd (ta
on endopeptidaas), 1 nditab aga pepsiini jarjekorranumbrit ala-
alaklassis. EC on toodud i1ga E-mi toonimetus ja sustemaatiline
nimetus, katalllUsitav reaktsioon ning taiendavad markused.

Oksudoreduktaaside hulka kuuluvad anaeroobsed dehidrogenaa-
sid (H/e~ ulekanne mittehapnikulisele ldppaktseptorile: laktaadi
dehidrogenaas, alkoholi dehidrogenaas jt.); aeroobsed dehidroge-
naasid e. oksltdaasid (H+/e~ uUlekanne 02-le, s.t. substraadi
oksudeerimine 02~ga: aminohapete oksudaasid jt.); tsiutokroomid
(ainult e~ Ulekanne); katalaasid,peroksidaasid (vesinikperoksiidi
I6hustumine) . Kéik nimetatud E-mid on nit vdi teisiti olulised
bioloogilises oksludatsioonis.

Transferaasid on funktsionaalseid gruppe ulekandvad E-d.
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Metuultransferaasid ("CH3 Ulekanne), aminotransferaasid (—NHZ
ulekanne) jne. Bioloogiliselt vaga olulised on fosfotransferaa-
side hulka kuuluvad kinaasid, mis enamasti katalilusivad
fosfaat jaagi ulekannet ATP-1t. See on vaga oluline biomolekulide
aktiveerimiseks. Nait. glukoos + ATP—glikoos 6- (@ + ADP. Selles
reaktsioonis glukokinaasi toimel tekkiv glikoos 6- (P on glikoosi
aktiivne vorm, millena gliukoos muutub metaboolselt kasutatavaks.

Hiidrolaaside hulka kuuluvad po6hiliselt estersidemeid
(lipaasid, koliinesteraasid jt.), peptiidsidemeid (nait.
seedeensuumid tripsiin, pepsiin jt.), glukosiidsidemeid (gluko-
sidaasid) Idhustavad ensuumid.

Luaaslde hulka kuuluvad dekarboksilaasid (‘CO2 eraldumine),
dehtdrataasid (vee molekuli eemaldamine), aldolaasid (aldehltudide
teke sideme C-C Id6hkumisega), desaminaasid (’NH2 eraldamine) ,
hidrataasid (vee liittumine kaksiksidemele) jt.

Isomeraaside nimetused viitavad i1somerisatsioonireaktsiooni
variandile: mutaasid, tautomeraasid jne.

Ligaasid (nhim. ka slUntetaasideks) on silnteesireaktsioonide
E-mid (nart. glutamiini suntetaas) .

ULD-JA ERIOMADUSED

Valkude ja katalisaatoritena on ensuumidele 1iseloomulikud
molemate Uldomadused. Valkudena on E-mid: kdrgmolekulaarsed (W
on nait. ribonukleaasil 13700, pepsiinil 32000, laktaadi dehud-
rogenaasil 140000, puruvaadi dehidrogenaasel kompleksil 4500000),
hidrofiilsed, anfot.e.e.rsead POltel_e.k.trQliudi.d, denatureeruvad ja
kristalliseeruvad. Katallsaatorite iUldomadused (el muuda reakts-
iooni suunda, katallusivad vaid termodunaamiliselt vdimalikke
reaktsioone, ei muuda liikuva tasakaalu seisundit vaid kiirenda-
.vad selle saabumist, er I6hustu reaktsioonikdigus jne.) kehtivad
loomulikult ka E puhul. Toonitaksime siinkohal eriti seda, et
katalUisaator (seega ka E) kataluusib vaid termodiunaamiliselt
voimalikku reaktsiooni ja tema toime sisu seisneb reaktsiooni
kitrust limiteeriva energeetilise barjdari alandamises. Lisagem,
et reaktsiooni termodunaamilise vOoimalikkuse m&arab reageerivate
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ainete ja produkti(-de) energeetiline erinevus. Teisdnu, reakts-
1ooni energeetilise voimalikkuse mdarab vaba energia muut (AG) ja
see el sOltu katallsaatorist (vt. ka biokeemiliste reaktsioonide
energeetika).

Ensuumidel (seega ka ensuumkataluiusil) on tulenevalt E

orgaanilisest loomusest rida eriomadusi:
1. Toime korge spetsiifilisus. Sisuliselt tuleneb see valgulisest
loomusest ja seekaudu ensuumi aktiivtsentri ja substraadi ehitus-
likust ja elektrokeemilisest komplementaarsusest. Spetsiifilisus
sisuliselt mdarabki protsesside kulgemise vajalikus koordineeri-
tuses ja suunas, s.t. antud Uhendi muundumise just antud meta-
boolses rajas ja antud hetkel, lahtudes organismi vajadustest. On
Ju muundumisvoimaluste hulk tegelikult tohutu.

Laias mdttes eristatakse
substraadi spetsiifilisust, s.o. spetsiifilisus substraadir voi
substraatide suhtes. Nait. lipaasid kataluusivad lipiidide
I6hustumist, mitte aga susivesikute voi valkude Idhustumist;
reaktsioonispetsiifilisust - erinevad E-d katalluusivad erinevaid
reaktsioonitiuupe (hidrolaasid - hudroluusireaktsioone, ligaasid -
sinteesireaktsioone); teisalt, erinevad E-d katalilsivad Uhe ja
sama S erinevat muundumist (histidiini dekarboksilaas muundab His
histamiiniks, histidaas aga urokaniinhappeks).

Kitsas mottes eristatakse jargmisi spetsiifilisusi:
-absoluutne: E toimib sisuliselt vaid Uhele S-le (nait. arginaas
muundab Arg, kuid mitte metutularginiini);
-stereokeemiline: E muundab substraadi Uhte stereoisomeeri (hait.
L-aminohappe okstdaasid toimivad vaid L-AH-le). Lisagem, et
ensulumsinteesid on stereospetsiifilised (ensuumid on ju valgud
paljude asummeetriliste Jsentritega);

-sidemespetsiifilisus: nait. sahharaas 18hub vaid glukoosi jaagi
jJa fruktoosijaagi vahelist glikosiidsidet;

-ruhmaspetsiifilisus (suhteline spetsiifilisus): pepsiini toime
on hudroluusiv valkude peptiidsidemele(-gruppidele);

2. Kataludtilise aktiivsuse reguleeritavus. Organismi hetkevaja-
dustest tulenevalt saab ensuumide kataluttilist aktiivsust, seega
ka muundumisprotsesside kiirust}reguleerida.
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3. Uulikdrge molekulaarne aktiivsus praktiliselt neutraalses kesk-
konnas ja madalal temperatuuril (37e). Nait. katalaasi Uks
molekul 18hub * 5 miljonit H202 molekuli minutis. E on tavaliselt
105-106 korda aktiivsemad, kui anorgaanilised katalisaatorid.

4. Ensuumreaktsioonide kulg ja suund elusorganismides on omavahel
koordineeritud (vastavad E lokaliseeruvad vastavates raku osades,
s.t. kompartmentides; uUhe E produkt* on teise E substraat jne.);

5. Ensuumide sintees on geneetilise kontrolli all«

EHITUS JA VITAMIINID

Enstime Hliigendatakse lihtensuumideks (Uhekomponendilised) ja
liittensuumideks (kahekomponendilised, konjugeerunud) . Liht-
ensuumid on lihtvalgud (pepsiin, amiulaas, ribonukleaas, aldolaas
Jt.). Liitensuumid, mis moodustavad E-de suurema osa, sisaldavad
ka mittevalgulist osa. Nende ehitusskeem on jargmine:

HOLOENSUUM
(liitensudm)
Kofaktor
(ensuimvalk) (nmittevalguline osa)

Apoensuum méarab lirtensuumi toime spetsiifilisuse (B! valk),
mangib pohirolli S sidumises ja potentseerib kofaktorit. Kofaktor
stabiliseerib ensuumvalku, osaleb S sidumises ning vahetult ka
katalluusiprotsessis. Eraldr voetuna pole apoensuum ja kofaktor
katallUsaatori aktiivsusega (VOi on vaheaktiivsed). Vaid nende
kompleks tootab funktsionaalse ja struktuurse lirtensuiumina.

Kofaktor on uldmdiste. Ta h6lmab 1oone ja anorgaaniliai
uhendeid ( CI'" sulje amulaasile, Cu2+ tsutokroomi oksudaasile,
Mg2+ ja K+ puruvaadi kinaasile, Mgz glukoosi kinaasile, HC1
pepsiinile jne.) ning madalmolekulaarseid orgaanilisi uUhendeid
(koensuumid, cAMP proteiini Kkinaasidele jne.). NB! Kuna
koenstiumid on kofaktorite arvukamad ja tuupilisemad esindajad,
siis tihti oOeldakse, et liitensuum koosneb ensuumvalgust (apoen-
siim) ja koensuumist (koensuidmi simbol on Co).
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Enamik koensuume tuleneb vitamiinidest. Jarelikult, vitamii-
nide bioloogiline roll realiseerubki Iliritensuumis Co voi selle
reaktiivse osa moodustamise kaudu. Sellest tulenevalt on 0Oigus-
tatud ensuumide uldehituse teema raames vitamiinide kasitlemine.
Vitamiinid.

Vitamiinide avastamise ajaloo olulisemad momendid.

1880 Lunin - teaduslike eksperimentidega (Tartu Ulikoolis) hiir-
tel naitas-esimesena, et peale teiste toidukomponentide (suUsive-
sikud, valgud, Hlipiidid, vesi ja mineraalained) on organismide
elutegevuseks vajalikud veel mingid asendamatud ained.

1911 Funk - i1soleeris riisikestadest preparaadi , millel oli ra-
viv efekt beri-beri suhtes. Kuna see Uhend sisaldas aminorihma,
nimetas Funk teda "vitamiiniks™ (lad.k. vita = elu; seega elu
amiin). Kuigl mitmetes vitamiinides pole -NH2, on termin
sailunud.

1912 Hopkins, Funk - postuleerisid vitamiinide teooria: teatud
spetsiifilised haigused (beri-beri, skorbuut, rahhiit) tekivad
spetsiifiliste fTaktorite (vitamiinide) puudumisel toidus.

Vitamiinid on bioaktiivsed, heterogeensed, madalmoleku-
laarsed, valdavalt eksogeensed orgaanilised ained. Nad on
liitenstuumide ehituslik-funktsionaalsete osadena héadavajalikud
ensuumkataluisis ja seeldbi ka organismi elutegevuses. Selgitagem
vitamiinide méaratluse marksénu lahemalt. Bioaktiivsuse ja ekso-
geensuse moisteid on eespool kasitletud. NB! vitamiinide puhul on
eksogeensus teatud méaral suhteline, kuna: 1) mdéningaid vita-
miine sunteesib iInimese seedekanali mikrofloora kas osaliselt VvOi
piisavalt (nait. B3, B5, K jt.); 2) teatud vitamiini suudab
inimorganism ka vajadusel 1ise siUnteesida (nait. truptofaanist
sinteesitakse B5); 3) kui toidus on piisavalt antud vitamiini
eelihendit (provitamiini), suudab organism ennast 1ise vastava
vitamiiniga varustada (hait.taimsetest karotinoididest silnteesi-
takse vitamiin A); 4) eksogeensuses on erinevused ka liigiti:
nait. koer ja rott el pea saama toiduga vitamiin C, i1nimene,
merisiga ja ahv aga peavad.

Vitamiinid on toidu minoorsed komponendid, s.t. organism
vajab neid 00paevas vaga vaikestes kogustes - mikrogrammidest
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kuni milligrammideni . Pohiliselt vitamiiniallikad inimorganis-
mile on: toit (taimne toit annab valdava osa), seedekanali mikro-
floora tegevus, suUnteetilised vitamiinpreparaadid.

Vitamiinide puhul kasutatakse sageli maaratlust asendamatud
toidukomponendid. Tegelikult on siingi teatud suhtel ISU.S. Nait.
asendamatuid AH, mida 1nimorganism ei slUnteesi, el peeta ju vita-
miinideks. Vitamiinidest nad ka erinevad. Esiteks, inimene vajab
neid suurel hulgal (grammides). Teiseks, neid kasutatakse rakus
energiasubstraatidena ja tuupiliste ehitusuksustena struktuuride
ulesehitamisel.

Vitamiinide klassifikatsioon.

Nuudisajal tuntakse ule 20 vitamiini. Neid tahistatakse
ladina alfabeedi suurtahtedega. Rasvlahustuvate vitamiinide puhul
tahistab Uks ja sama taht tervet Uhendite gruppi, millel on vaga
sarnane ehitus ja sama toime. Grupi uUksikliiget nim. vitameeriks
e. i1soteeliks (nart. vitameer A1,A2 jne.).

Vitamiinide mé&aratluse teatud suhtelisus ja nende ehituse
heterogeensus on peamisteks poOhjusteks, miks vitamiinide klassi-
fikatsioon pohineb just lahustuvusel (vt. tabelit).

Vitamiinide klassifikatsioon, pdhiterminoloogia, pdhiallikad

Tahis Keemiline pdhinimetus Olulisemad allikad
Rasvlahustuvad
A retinoolid kala- ja loomamaks, vOi, karotinoidid
D kaltsiferoolid kalarasv, munakollane, vOi, parm
E tokoferoolid porgand, kapsas, taimsed o6lid
K naftokinoonid kalasaadused, spinat, kapsas, herned
Q ubikinoon (CoQ) taimsed produktid
F linool- ja linoleen- taimsed 6lid
hape
Veeslahustuvad
Bx tiamiin kuivparm, kaerahelbed, tatratangud,
taisteravilja saadused
B2 riboflaviin maks, neerud, parm, kaunviljad, spinat
B3 pantoteenhape parm, maks, piim, munad, kapsas,
kartul, tomat
B4 koltin litha, kroovimata jahust leib
B5, niatsiin, nikotiin- maks, parm, kalasaadused, jéame nisu-
(PP hape, nikotiinamiid  jahu
B6 puridoksiin maks, munakollane, porgand
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B8 inosiit (mioinosiit) neerud, slda, kartul

B1o= Toolhape parm, rohelised taimeosad, maks,
neerud, liha

g2 kobalamiin (eriti veri, maks, tailiha, juust, parm,

(tsuanokobalami in) seened

B13 oroothape loomsed produktid

B15 Pangaamhape paljudes loomsetes ja taimsetes
produktides (eriti seemnetes)

o1 karnitiin I ihasaadused

C askorbi inhape mustsostra marjad, kibuvitsa marjad
kapsas, kartul, tsitruselised

H . brotiin maks, neerud, piim, oad, tomat,
munarebu

N l1poehape parm, piim, liha

U S-metutlmetioniin kapsas

pAB  p-aminobensoehape maks, piim, munad, parm

P broflavonoidid varsked puu- ja juurviljad

Vitamiinide defitsiidi pOhjused. Hupo- ja avitaminoosid.
Koensuumse rolli tottu peab inimorganism vitamiine saama pidevalt
(\B! E uuenevad). Veeslahustuvaid vitamiine peab iInimorganism
saama 1ga péev. Pohimotteliselt kehtib see ka rasvlahustuvate
vitamiinide kohta, ehkki rasvlahustuvuse tdttu deponeeruvad nende
luhiajalised varud maksa. Vitamiinide defitsiidi pohjused on:
esiteks, toitumuslik-olmelised - mittebalansseeritud toit, alko-
holismist tulenevad imendumishaired. Teiseks, organismi teatud
haiguslikud seisundid 1a ravimid - deponeerumishaired maksas;
sapphapete vahesust pohjustavad haigused moéjutavad rasvlahustu-
vate vitamiinide imendumist; maksahaiguste puhul hairub rasvla-
hustuvate vitamiinide talletumine ning vitamiin A bioslntees
vastavast provitamiinist; soole mikrofloora kahjustused antibioo-
tikumidega; ravimite toime vOib méjutada vitamiinide metabolismi
(nait. mitmed tuberkuloosivastased ravimid tingivad B- grupi
vitamiinide koérgenenud vajaduse). Kolmandaks, fusioloogilised -
moningate vitamiinide kdrgenenud vajadus vaikelastel ja raseda-
tel. Neljandaks, maianduslik-tehnoloogilised - toiduainete de-
fitsiit ja Uhekilgsus ning toiduainete vale tootlustehnoloogia.

Vitamiinide osalise defitsiidi korral tekivad hipovitami-
noosid. NB! Need ei ole sisuliselt vottes vitamiini defitsiidile
spetsiifilised seisundid. Nad ilmnevad soltumata sellest, millist

151



vitamiini el
Flusioloogi-
ne nimetus
antikse-
roftalmi-
line ®

antirah-
hiitiline

O

antiste-
riilne ©®

antihemo-
raagiline
®
Q

antikera-
toosne ()

antineu-
riitne (Bl)
antistoma-
tiitne,
-glossiitne
®)

antiderma-

tiitne @)
<B4)

anti-
pellagri-
line (B5)
antiderma-
tiitne (B6)
antiskleroo-
tiline (B3)

saaoraanism piisavalt.

P6hitoime(kohad)

nagemisprotsess,
kasvamine,dife-
rentseerumine,
(antioksudant)
Caztnetabo-

lism, luude ja
hammaste kaltsi-
fikatsioon
antioksudant

mitmete verehld-
bimisfaktorite
suntees
rakuhingamine
naha epiteeli
areng, lipiidide
ja PG metabolism
narvitegevus, SV
metabolism
redoksreaktsioo-
nid

atsuuljaakide
ulekanne (kogu
metabol 1sm)
lipiidide me-
tabolism
redoksreaktsioo-
nid

aminoruhma ule-
kanne

lipiidide meta-
bolism

Teisisonu, need on uldisemat
Hlpo- 1a avitaminoos

nagemishaired hamaruses (kanapime-
dus e. hemeraloopia), kuivsilmsus
(kseroftalmia), naha keratomalaat-
sia. platsenta arencru haired
rahhiit, kaltsiumi ia fosfori me-
tabolismi haired, Hlihaste hipotoo-
nia fpnnnkdht) .osteomalaatsia (luu-
de pehmenemine)
spermatocreneesi haired,
line aneemia, ulemddrane
de peroksudatsioon
haubimishaired, verevalumid

hemoluiti-
lipiidi-

inimesel pole kirjeldatud
follikulaarne hiuperkeratoos

narviteaevuse haired (beri-beri e.
polineuriit),SV metabolismi haired
keele ja suu limaskesta pdletikud
(stomatiit, crlossiit) , valcrusepel-
gus (fotofoobia)

dermatiidid. JHuuste depiamentat-
tatsioon, jalgades pdletuse tunne
(burning feet syndrom)

inimesel pole kirjeldatud

pellacrra
gulisus,
tiidid
krambid,

(naha summeetriline lai-
jJairkus), aneemia, derma-

dermatiidid
lipiidide metabolismi haired, juus-

te valjalangemine
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antianeemi- NH ja AH biosun- «mir-punalible aneemia (megalo-
Une (BI10) tees blastiline aneemia)
antianeemi- CH3- ulekanne pernitsioosne (pahaloomuline) ja
line (B12) (AH ja ketohape- megaloblastiline aneemia,neuropaa-
metabolism) tia
(Bij) nukleotiidide inimesel pole kirjeldatud
metabolism
antianoksi- CH3- doonor maksa xa.svinfiltratsioon
line (B1S)
@n rasvhappe jaédkide lihaskoe distroofia
ulekanne
antiskor- redoksprotsessid skorbuut
buutne ©
antisebor- karbokstulimis-  spetsiifiline dermatiit (rasuvoo-
roiline () reaktsioonid lus = sAborrOcO
() redoksprotsessid inimesel pole kirjeldatud
antihaavan- CH3~ doonor lipiidide metabolismi haired
diline Q)
() kapillaaride verevalumid
seinu tugevdav
antibakte-  foolhappe sin- SOOle mikrofloora arenauhdir.e.d,
riaalne tees soole pigmentatsioonihaired
(B) mikrofloora poolt

laadi nahud:

kus nakkushaigustele,

valulikkus,

vasimus,
tihti

kehakaalu ja toovoime langus,
ka peavalud,

vastuvotlik-
lihaste ja liigeste

sudamepekslemine jne. Avitaminoos (vt. tabel) on aga

reeglina Uhe konkreetse vitamiini kestval, taielikul puudumisel
valja kujunev haigus. Nait. vitamiin C puhul skorbuut, puhul
beri-beri jne. (vt. tabel).

Tekkepbhjustest tulenevalt vdib hipo- ja avitaminoose jagada

kolme rdhma:
nivaese toidu puhul,

1) alimentaarsed (toitumuslikud)
alkoholismi

- tekivad vitamii-
korral (\B! B-grupi vitamiinide

avitaminoosid tekivad tegelikult suhteliselt harva ja eeskatt
ongl nende poOhjused alimentaarsed) ; 2) sekundaarsed - tulenevad
vitamiinide metabolismi hairetest; 3) poluhUpo- ja avitaminoosid
- esinevad harva, poOhjuseks mitme vitamiini samaaegne defitsiit.
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Vitamiinide praktiline kasutamine. Tooksime kdigepealt kaks uUsna
levinud arusaama. Esimene. vitamiinpreparaat ide on
alati ja i1gati Oigustatud nii profulaktilisest kui ka ravi aspek-
tist mistahes hairete korral (toovoime langus, vasimus, lihaste
valud jne.) . Teine. vitamiinide kasutamine on_lausa kahjulik/
sest vahimgi uUlehulk kahjustab oluliselt organismi. Mo&lemad
kategoorilis-mehhanistiikud arusaamad on tegelikult vaga
uhekilgsed ja naivusutavad. Vitamiinide praktilise kasutamisvaja-
duse hindamisel tasuks siiski arvesse voOtta nuudisajaks korrekt-
selt tOestatud biokeemilis-fusioloogilisi baasteadmisi. Selgita-
gem neist olulisemaid.

Esiteks. terve ning tasakaalustatud segatoitu tarbiv tervis-
liku eluviisiga iInimene ei vaja taiendavaid vitamiinpreparaate.
NB! See on pohireegel, mida tuleb alati arvestada. Nimelt, nende
tingimuste olemasolul vOi1 ka taastamisel pole vitamiinidega pro-
bleeme. Teiseks. NB! pohireeglit iseloomustab aga ka dinaamili-
sus, s.t. reegli korrektne taitmine ei taga ju seda, et meie
organism saaks mingis kindlas ajavahemikus té&pselt voOrdseid
vitamiinide koguseid. Ometi ei tekita see haireid organismi
talitluses. Miks? Nimelt seeparast, et organismis eksisteerivad
vitamiinide luhiajalised varud (B! need aga aitavad salvestada
ka antud vitamiini ajutist liigset hulka). Rasvlahustuvate vi-
tamiinide puhul on nendeks varudeks teatud depood, veeslahustu-
vate vitamiinide puhul vOiks nendeks lugeda antud vitamiini
kogust, mis on seotud transportvalkudega. Teisalt, konkreetse
vitamiini hetkevajadus on tegelikult muutuv suurus, kuna ka
liittensuumi hulk, mille koensiulimsesse osasse antud vitamiin
kuulub, soltub organismi fTusioloogilistest vajadustest. Seega,
kui vitamiini satub toiduga voi soole mikrofloora tegevuse tottu
organismi hetketi pisut rohkem, kui teda vajatakse, el pdhjusta
see (eespoolnimetatud pohjustel) mingeid haireid inimorganismi
talitluses. See koik selgitabki, miks hiupervitaminoosid (nn.
vitamiinsed intoksikatsioonid) esinevad ulimalt harva ja kestvate
suurte dooside manustamise puhul. Nii1 naiteks on konkreetselt
toestatud vaid vitamiin A voimalik hidpervitaminoos (luuvalud,
naha sugelemine, [limaskestade pdletik) ja vitamiin Bg puhul
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sSensoorne neuropaatia. Lisagem, et samal ajal on avitaminoosi
taheldatud aga koicri seni tuntud vitamiinide puhul. See on eelne-
vaga vaga heas kooskbdlas, kuna kdik senituntud vitamiinid on nii
vOil teisiti vastavate liitensuumide ehituse ja funktsioneerimise
hadavajalikud komponendid. See tdhendab, et kui organism saab
antad vitamiini pidevalt alla vajaliku miitnimumkoguse, sSiIis
hairub vastav ensuumreaktsioon, mis Usha varsti véaljendub konk-
reetses haiguspildis. Eelnevast tuleneb, et: a) vitamiinpreparaa-
di(-de) raviotstarbeline kasutamine on Oigustatud valjakujunenud
avitaminoosi efektiivseks likvideerimiseks; b) reeglina tuleks
eelistada antud vitamiini koensuumset preparaati; c) avitaminoosi
sumptomite kadumisel tuleks koheselt lI6petada kunstlike preparaa-
tide kasutamine (\B! taastada normaalne seisund: normaalne toit
Jjne., vt. ulaltoodud pdhireeglit). Teisisdonu, vitamiine el tohiks
organism kestvalt saada Ule tema koensuumse vajaduse, kuna sel
Jjuhul vdivad i1lmneda vitamiinide mittespetsiifilised nn.
koensuumivalised toimed metabolismile.

Summeerides Uulaltoodu, vOib postuleerida: vitamiinid on
inimorganismi elutegevuseks (littensuumide ehituseks-funktsio-
neerimiseks) hadavajalikud biomolekulid, mille kasutamine ravimi-
tena tuleb kone alla avitaminooside korral. Vaga oluline on aga
ka sel puhul: a) Oigete dooside jJa ravi kestvuse determineeri-
mine; b) vitamiinide vastastikuste mfjustuste arvestamine (vt.
allpool); ©) avitaminoosi tekkepdhjuse kdrvaldamine (\B! enamasti
tuleb arvestada ulaltoodud pdhireeglit).

Vitamiinide vastastikune toime. Vitamiinide vastastikune toime
avaldub jargmises: 1) Uks vitamiin mojutab teise(-ste)
vitamiini(-de) katabolismi - nait. vitamiin F "kulutab™ organismi
antioksudatiivset potentsiaali, s.t. vitamiin F vOib esile kutsu-
da vitamiin E defitsiidi; teisalt, vitamiin E takistab vitamiin A
jJja F peroksudatsiooni, mistdttu nende tarve on vaiksem; vitamiin
B2 suurendab B5 ja Bg katabolismi organismis; 2) Uks vitamiin
osaleb teise vitamiini koensuumse vormi tekkes - vitamiin C ja
B12 mdéjutavad Tfoolhappe muundumist koensuumiks; vitamiin B2
koensuumsed vormid on liitensuumides, mis kataluusivad Bg koen-
stimse vormi teket; 3) Uhe ja sama protsessi mojutamiseks on sa-
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maaegselt vajalikud mitu vitamiini

(stnergism) - nait. vitamiini

C ja P koosvajadus kapilla%ride seinte labilaskvuse vahendami-
seks; vitamiini A, B2,B6 ja B5 vajalikkus rodopsiini moodustami-
seks Ja regeneratsiooniks.
Vitamiinide vajadus . Tabelis on toodud keskmised O6paevased

hulgad,

AMmMo

b i
B2
B3
B4

B5
B6

B8
B10
B 12
B 13

B 15
BT

H
N

v

p
PAB

Markused. 1. Toodud keskmised véaartused so6ltuvad
alkoholism jne).

mida organism vajab.
Mees Naine Laps
()
3,3 2,7 1,4
0,005 0,005 0,010
10 8 8
0,4 0,4
9 7
1,2 1,0 0,5
1,5 1,5 0,5
4-7 4-7 2-5
350 310
25 25 10
2,2 2,0 0,6
10
0,5 0,4
0,020
75 65 35-45
0,15 0,15 0, 4
30 25

organismi seisundist (rasedus,

b
Kommentaarid

Organism ka slnteesib teda [-ka-
roteenist

Tavaliselt lisavajadusi pole
Vajaduse rahuldab soolemikrofloo-
ra

Konkreetset vajatavat kogust pole
kirjeldatud

Pdhiosa annab soole mikrofloora
Osaliselt toodab teda soole mik-
rofloora

Sisulise vajaduse rahuldab soole

mikrofloora

Konkreetset vajatavat kogust pole
kirjeldatud

Sisulise vajaduse rahuldab soole

mikrofloora

Suures osas toodetakse soole mik-
rofloora poolt

Konkreetset vajatavat hulka pole

kirjeldatud

Slinteesitakse organismis

Konkreetset vajatavat hulka pole
kirjeldatud

loomulikult



Vitamiinide valemid.

R= CHO retinool
R= COOH retineenhape
R= CH200R1 = retineenhappe-
ester (nait.
palmitiinhappega)

w Vv V A

R=v y = vitameer D.
(kolekaltsiferool)
kui D3 puhul on asendis 1
ja 25 -OH saame la,25-
dihudroksukolekaltsiferooli

Vitameer D2 (ergokaltsiferool)

R-tokoferool: asendis 7 pole CH3
y-tokoferool : asendis 5 pole CH3
8-tokoferool: asendites 5,8 pole CH3
kui kulgahelas on asendites 3°,7°,
11" kaksikside, on tegemist a-,[3-
W M 1 y- ja 5-tokotrienoolidega

Vitamiin E (a- tokoferool)

R= H = vitameer K3 (menadioon)
vitameer K9 puhul on R jargmine:
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n = 6-10

Vitamiin 9 (ubikinoon)

» 1T

1 -

Vitamiin B1 (tiamiin)

Vitamiin B. (riboflaviin)

HO*C*4r C-CW-C-fl- CHj-CH -t06H
v n

Vitamiin B, (pantoteenhape)

©
HO-CHj-CHFfN(0N),

Vitamiin B4 (koliin)

/M - C OOH n
nikotiinhape nikotiinamiid

Vitamiin B.
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0
1l

CHO = piridoksaal
CH2NH2 = plridoksamiin

0
1l

puridoksiin

Vitamiin B.

Vitamiin B8 (mUoinosiit)

0
C-M-CH-CMT C/r COOH
jH |
-y COOH y
pAB
Glu
o Vitamiin B1Q (foolhape)
nJi
Vitamiin B13 (oroothape)
04 OHOH 0
MNOOC-CM-CH-CH-CH-CHfAC-CHa-N”"
OH a

Vitamiin B15 (pangaamhape)

OH 0
M0o0C-CU*- CH-CHI N (ay”

Vitamiin B_ (karnitiin)

on Vitamiin C (L-askorbiinhape)
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hn"m'Rjh

ynr/4a™uy-moH
Vitamiin H (biotiin)

Ll C-CLUACYCHA, coom

Vitamiin N (lipoehape)

Vitamiin 0 (S-metuulkloriidmetioniin)

M O « .
pAB

Flavoon (itamiin P pdhistruktuur)

W

0

Individuaalsed vitamiinid.

VITAMIIN A. Terminoloogia. Naturaalsed vormid on vitameer AX
(retinooll) ja vitameer A2 (retinool2 ehk 3-dihiddroretinool).
Fuusiko-keemilisi omadusi. Vitameerid Al ja A2 on fluorestseeru-
vad, omavad neeldumismaksimumi vastavalt 325 ja 351 nm juures.
Nad pole optiliselt aktiivsed. Bioaktiivsed vormid. Bioaktiivsed
on retinool, retinaal, retineenhape ja tema estrid (retinuul-
palmitaat ja retinuulatsetaat). Neis vormides on kaksiksidemed
transasendis. Imendumine, transport ja metabolism. Taimsetest
karotinoididest (provitaniinid) tekib soole mikrofloora karoteeni
oksugenaasi toimel retinool (B-karoteen annab 2 Ax molekuli, a-
jJa y- karoteen aga uhe). Vitameer Al dehidrogeenub A2~ks. Vita-
miin A Imendumine vajab sapphapete osavottu. Imendunud retinool
esterifitseerub peensoole limaskestas (retintuulpalmitaat, reti-
natlstearaat). Estrid viiakse kulomikronite abil maksa, kus nad
deponeeruvad. Osa estritest hudroliidsub ja retinool transpordi-
takse retinoolsiduva valgu abil (o™-globuliin) kudedesse. Osa
retinooli oksudeerub maksas ule retinaali retineenhappeks, mis



sisuliselt valjutatakse sapiga glikuroniididena. Silma vorkkesta
"kepikestes" retinool oksitdeerub retinaaliks (vt. allpool).
Biofunktsiooni H. Retinool ja tema derivaadid (retinaal, retineen-
happe estrid) on vajalikud: a) embrio ja noororganismi rakkude
normaalseks arenguks/ diferentseerumiseks; b) kohre ja luukoe
arengu regulatsioonis; ©) platsenta ja spermatosoidide arengus;
d) limaskestade ning naha epiteelil arengus; d) nagemise foto-
keemilises protsessis.

Vitamiin A osaleb n&gemise fotokeemilises protsessis reti-
naalina. Retinaal moodustab nimelt n&gemispurpuri rodopsiini
(lipoproteiin) vitamiinse komponendi. Uldjoontes toimub silma
vorkkestas jargmine protsess. Rodopsiin neelab valguskvante, mis
pohjustab 11-cis-retinaali fotoisomeerumise trans-retinaaliks.
Sellega kaasub rodopsiini dissotsiatsioon opsiiniks ja trans-
retinaaliks, mis on aluseks valgusenergia transformeerumis-
protsessile nagemisfunktsioonis (fotoretseptsioon) . Nagemis-
funktsiooniks on vajalik rodopsiini, s.t. ka tema aktiivse vormi
(sisaldab 1l1-cis-retinaali) taastumine. Viimane vOib toimuda
isomeraasi abil trans-retinaalist voi 11-cis-retinoolist alkoho-
I1 dehidrogenaasi (\B! vajab vitamiin B5) toimel (vt.skeem).

rodopsiin
valguses

11 -cis-retinaal opsiin + trans-retinaal

\Y
I1-cis-retinool<- (isoneraas)— trans-retinool
markus: NAD ja NADPH sisaldavad vitamiin B5

Rodopsiini taastumine ja ka 11-cis-retinaali teke toimub
pohiliselt pimeduses. Vitamiin A defitsiidi korral, kui on rodop-
siini teke aeglustunud, kujuneb valja nn. kanapimedus. MedHcSlLiz.
nilised preparaadid. Tuntumad on silnteetilised retinutlatsetaat
Jja retinuulpalmitaat.
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VITAMIIN D. Terminoloogia. Eristatakse pohilisi vitameere D2
(ergokaltsiferool) ja D3 (kolekaltsiferool) . Vitameerid D4,D5,
D6,D? moodustuvad ultraviolettkiirguse toimel taimsetest eel-
Uhenditest (ergosteroolidest) . Fuusiko-keemilisi_omaduale Vita-
meerid D2 ja D3 on suhteliselt stabiilsed oksudatsiooni suhtes.
Nende neeldumismaksimum heksaanis on 264, 5 nm. BioaKtilY5Qd
vormid. Vitameer D2 tekib taimsest provitamiinist ergosteroolist
ja D3 nahas olevast provitamiinist 7-dehidrokolesteroolist u/v-
kiirguse toimel. Esialgselt pakutud vitameer osutus hiljem
teiste vitameeride (02 ja D3) seguks. NB! D2 ja D3 pole sisuli-
selt veel hormonaalselt aktiivsed (vt.allpool). Imenduml DE/
transport ja metabolism. Imendumine sOltub sapphapetest ja pank-
rease fTunktsioneerimisest. Imendunud vitamiin D transporditakse
kilomik-ronites maksa. Maksarakkude EPR-s toimub oksudeerumine
vastavateks vitamiin D vormideks e. 25-hiddroksu-D. Selline
oksudatsioon toimub hapniku, NADH (\B! vitamiin B5) ja kaltsife-
roolt 25-hid.rokstlaasi toimel. D2 oksludeerub 25-hudrokst-ergo-
kaltsiferooliks ja D3 25-hiudroksukolekaltsiferooliks . 25-
hidroksiu-D transporditakse kaltsiferoolsiduva valgu abil (@&
globuliin) neerudesse, kus neist tekivad vastava 1-hidroksiulaasi
toimel hormonaalse aktiivsusega la,25-dihudroksikaltsiferoolid.
Viimased viitakse nn. marklaudkudedesse (peensoole limaskest ja
luukude) . Teatud osa vitamiin D hudroksuvormidest valjutatakse
kas muutumatult vdi konjugaatidena. Ulaltoodud info on summeeri-
tud skeemil.

toit,nahk la,25-dihtudroksi-D
N maks neer
vitamiin D —-———- 25-hudroksu-D
EPR J " koed

24 ,25-dihudroksu-D 1
kataboliidid spetsiifilised valgud
Biofunktsioonid. Neerudes tekkivad la, 25-dihudroksu-D seostuvad
spetsiifilise vitamiin D-siduva valguga jJa transporditakse
pohilistesse marklaudkudedesse: Jluukude ja peensoole limaskest.
Luukoes nad mobiliseerivad Ca2+ luukoest. Peensoole limaskestas
seostub la,25-dihidroksiu-D tsttoplasmas oleva retseptorvalguga.

162



Lulitub sisse sundmuste ahel, mis viib NH m@jutamisele ning
spetsiifilise kaltsiumsiduva valgu sunteesile. See valk kergendab
Caz+ difusiooni (s.t. imendumist) peensoolest. Oletatakse, et
selles Ca2+ imendumises osalevad ka Ca-ATPaas, Na+, pa”athormoon
ja kaltsitoniin. la,25-dihudroksi-D toimib ka neerudes, regulee-
rides kaltsiumi ja fosfori reabsorptsiooni neerukanalites. Eelne-
vast selgub, et rahhiit on tingitud vaga erinevatest poOhjustest
nagu: vitamiin D puudumine toidus, imendumishdired peensooles,
neerude haigestumine. Rahhiidi allumatus vitamiin D ravile on
tihti pdhjustatud neerude vOimetusest sunteesida vajalikul maaral
la,25-dihiddroksiu-D. Viimast on sel juhul vaja viia organismi.
Meditsiinilised preparaadid. Levinumad on kalamaksa o6li ja
stunteetlised preparaadid (2 ja D3). Nuudisajal ka 25-hudroksi-D.
NB! Vajalikud on samaaegne fosfaatide tarbimine/ et marklaud-
kudedes el tekiks Ca2+/P. tdusu.

VITAMIIN E. Terminoloogia. Termin vitamiin E hdlmab mitmeid
tokoferoole ja tokotrienoole. Tsentraalne on a-tokoferool, mida
tavaliselt samastataksegi vitamiin E-ga. Fuusiko-keemilisi oma-
dusi . Vitameerid E O&lilahused on kollase varjundiga vedelikud,
mis on labiilsed hapniku ja u/v-kiirguse suhtes, a-tokofe.roo.li
neeldumismaksimum on 294 nm. Bioaktiivsed vormid. Kotk vitameerid
E on bioaktiivsed, kuid aktiivseim on a-tokoferool. Imendumine,
transport 1a metabolism. Vitamiin E imendub koos teiste lipiidi-
dega sapphapete osavotul. Peensoolest imendununa satub ta verre,
lalitub kalomikronitesse ning vaga madala tihedusega lipoproteii-
nidesse. Osa vitamiin E salvestub rasvkoe ja maksa rakkudes.
Teda esineb ka teistes kudedes. Osa vitamiin E-st lulitub plasma-
membraani ja vere lipoproteiinidesse. Vereplasma lipoproteiinide
jJa erutrotsittaarmembraani lipoproteiinide vahel toimub kiire a-
tokoferooli vahetus. Imendumata jaanud vitamiin E vaijutatakse.
Tema katabolismi produktid valjutatakse uriiniga
glukuroniididena. Biofunktsioonid. Vitamiin E on antioksidant,
s.t. ta parsib biomembraanide Hlipiidides olevate kullastumata
rasvhapete peroksudeerumist (nim. lipiidide peroksudatsiooniks).
Seega kaitseb ta biomembraanide ehituslik-funktsionaalset homdos-
taasi. Vitamiin E kopereerub selles kaitsefunktsioonis askorbiin-



happega jJa seleeniga (viimane on peroksudatsiooni pidurdava
glutatiooni peroksudaasi kofaktoriks) . Vitamiin E kaitseb ka
vitamiin A kullastumata kulgahelat peroksiudatsiooni eest, s.t.
tostab tema bioaktiivsust ja ladestumist maksas. Meditsiinilised
preparaadid. Levinuimad ravimpreparaadid on siunteetiline a-
tokoferoolatsetaat olilahuses ja tokoferoolide odliekstraktide
segud.

VITAMIIN K. Terminoloogia. Vitameeri kK1 nim. Tullokinooniks, K2
aga menakinooniks. Vitamiin K kannab ka antihemorraagilise vita-
miini nimetust. Siunteetilistest derivaatidest on tuntum vitameer
K3 (@enadioon) ja tema derivaadid. Fuusiko-keemilisi omadusi.
Vitamiin K on tundlik u/v-kiirgusele. Bioaktiivsed vormid. K2
bioaktiivsus on umbes kaks korda kdrgem kui Kx. K3 ja K1 aktiiv-
sus on sisuliselt vordne. Inendumine. transport ja metabolism.
Vitamiin K imendumine peensooles toimub sapphapete ja pankrease
lipaasi osavotul. Imendunud Kx ja K2 transporditakse kulomik-
ronites maksa. Vitamiin K transporditakse kudedesse ilmselt
mingi spetsiifilise valgu (lipoproteiini) abil. Vitamiin K lades-
tub maksa, pOrna ning sudame- ja skeletilihastesse. Enamik taim-
seid ja soole mikrofloora naftokinoone muundub organismis vita-
meeriks K2. Vitamiin K katabolridid valjutatakse sulfaatide ja
gliukuroniididena. Biofunktsioonid. Vitamiin K on oluline vere-
huubimisfaktorite A1,VI11,IX,X) sunteesis maksas. Ta stimuleerib
protrombiinis glutamiinhappejaagi y-karboksutlimist. See muudab
protrombiini Caz2+ siduvaks, mille jargselt protrombiin laheb (lle
trombiiniks. Trombiin on pohiline faktor fibriinkdmbu moodustu-
mises (veri huubib). Vitamiin K on vajalik ka 7-karboksuul-
glutamuualt sisaldava valgu tekkes Hluukoes. See luukoe valk
(osteokaltsiin) vdib osaleda mineralisatsioonis. Selle valgu
stuinteesi reguleerib 1a,25-dihidroksiu-D3. Meditsiinilised prepara-
auid. Levinuimad on K: preparaadid ja K3 analoog vikasool.
VITAMIIN F. Terminoloogia. Vitamiin F on linool- ja linoleenhappe
segu. Fuusiko-keemilisi omadusi. Nad on vedelad polukillastamata
rasvhapped, mis alluvad kergesti oksudeerumisele. Imendumine,
transport ja metabolism. Vitamiin F imendub peensoolest ja trans-
porditakse kilomikronites maksani, sealt kdikidesse organitesse.
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Biofunktsi <>guil Vitamiin F on vajalik prostaglandiinide sin-
teesiks, ta alandab vere kolesterooli taset ja soodustab vitamiin
B6 sinteesi. Vitamiin F peroksudatsiooni kaitseb a-tokoferool.
Meditsiinilised preparaadid. Levinuim on linetool.

VITAMIIN Q. Terminoloogia. Kasutatakse ka nimetusi ubikinoon ja
koensuum Q. F_uUusiko-keemilisi omadusi. Kinoonina on ta vdimeline
osalema redoksreaktsioonides. Imendumine. transport ja metabo-
lisn. Kuna vitamiin Q siUnteesitakse inimorganismis mevaloonhap-
pest ja Phe ning Tyr metaboliitidest, siis tema konkreetset
vajadust pole kirjeldatud. Siiski on taheldatud tema vajaduse
kasvu mdningate aneemiate, lihaste dustroofia ja miokardi kont-
raktsioonithadirete korral. Vitamiin Q lokaliseerub peamiselt
mitokondrite sisemembraanis. kuid teda on leitud ka EPR-s ja
tuumas. Biofunktsioonid. Vitamiin Q on rakuhingamist tagavate
stusteemide hulgas kesksel kohal (vt. koensuumid).

VITAMIIN Bx. Terminoloogia Nimetus tiamiin viitab S ja -NH2
sisaldusele. Kaibel on ka nimetus aneuririn. FuuUsiko-keemilisi
Qmadusi. Tiamiin on termolabiilne. Bioaktiivsed vormid. Bioak-
tiivseim vorm on tiamiindifosfaat e. TPP (vt. koensuumid). Teatud
broaktiivsus on ka tiamiinmonofosfaadil ja -trifosfaadil. Imendu-
mine. transport ja metabolism. Tiamiini imendumine peensoolest on
ilmselt kandja-vahendatud aktiivne protsess. Imendunud tiamiin
laheb véarativeeni kaudu maksa, kus osa tiamiini fosforuulub TPP-
ks (tekib ka mono- ja trifosfaate). Osa tiamiinist transpordi-
takse maksast kudedesse ja fosforuulub seal. Ligikaudselt voetuna
on tiamiin organismis 80% TPP-na, 10% trifosfaadina ja 10% moo-
dustab vaba tiamiin pluss monofosfaat. Seejuures on vaba tiamiin
pohiliselt veres, TPP aga rakkudes. Umbes 50% TPP sisaldub skele-
tilihastes, umbes 40% langeb maksa, stdamelihase,neerude ja
ajukoe arvele. Vitamiin valjub organismist nii vaba tiamiinina
kut ka viimase mitmete kataboliitidena. Biofunktsioonid. TPP on
koensuiumiks kesksetesse ensuumkompleksidesse (puruvaadi de-
hidrogenaasne kompleks, a-ketoglutaraadi dehidrogenaasne kom-
pleks) kuuluvates ensuumides. Lisagem,et eriUtrotsultide transke-
tolaasi aktiivsust loetakse tiamiini funtsionaalse taseme peegel-
dajaks. Br puudus tingib ka mao limaskesta transketolaasi aktiiv-
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suse languse ja NADPH taseme Hlanguse. Seelabi hairub nait. ka
HC1 teke ja sekretsioon. Meditsiinilised preparaadid Levinuimad
on tiamiini ja TPP preparaadid. Viimast nim. kokarboksulaasiks.
Kuna TPP veres usna kiiresti hudroludsub, pole selge kas Bi1
koensuumne ravimvorm rakkudesse satubki voi on ta ainult vaba
tiamiini allikaks.

VITAMIIN B2. Terminoloogia. Kasutatakse ka nimetusi riboflaviin
ja laktoflaviin (viitab piimale) . Fuusiko-keemilisi_omadusie Ri-
boflaviin on redutseeriv-oksudeeriv ja fTluorestseeruv. Bioak-
tiivsed vormid. Biroaktiivsed on riboflaviini koensuumsed vormid,
s.t. FMN ja FAD (vt. koensuumid). Imendumine,transport ja metabo-
lism. Toidus on riboflaviin valdavalt valguga seotud FMN ja FAD
vormis. Seedeensuumide toimel vabaneb riboflaviin, mis i1mendub
peensoolest (sapphapped soodustavad imendumist). Koerakkudes
fosforuulub riboflaviin ATP-ga FMN-ks, millest ATP toimel tekib
FAD. FMN ja FAD teket stimuleerivad kilpnadarme hormoonid. FMN ja
FAD on dehidrogenaaside koenstumid (teatud ensuimides seostub FAD
ensuumvalguga kovalentselt, nait. suktsinaadi dehludrogenaasis).
Flavoproteiinide uuenemisel vabanev riboflaviin ja selle katabo-
liidid valjutatakse uriini ja fekaalidega.Biofunktsioonid. Ribo-
flaviini biofunktsioonid realiseeruvad koensuumide (FMN,FAD)
rollina flaviinsetes dehidrogenaasides (vt. koensuumid). Need
enstuumid kuuluvad rakuhingamise kesksete ensutmide hulka. Medit-
siinilised preparaadid. Levinumad on FMN preparaat ja flavinaat
(FAD preparaat) ning riboflaviin (mitmete ravimvormidena).
VITAMIIN B3. Terminoloogia. Kasutatakse ka nimetust pantoteenhape
(pantothen=kdikjal olev). Fuusiko-keemilisi omadusi. Pantoteen-
hape on termolabiilne thend. NB! Tema keemilisse koostisse kuulub
B-alaniin. Pantoteenhape annab Na- ja Ca-sooli (Ca-pantotenaat).
Brioaktiivsed vormid. Bioaktiivsed on B3 koensuiumsed vormid (vt.
allpool). Imendumine, transport ia metabolism. Enamik pantoteen-
hapet satub organismi toidus oleva koensuum A koostises. Viimane
hidrolitisub peensooles ning vaba pantoteenhape imendub. Koerak-
kudes toimub pantoteenhappest koensiuumsete vormide  (4-fosfopan-
toteiinidifosfokoensiuium A-~koensuim A) slUntees. Tsentraalne
vorm on koensuudm A (sisaldab umbes 80% loomorganismi kudedes
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olevast pantoteenhappest). Koensluumsete vormide peamine katabo-
liit on vaba pantoteenhape,mis valdavalt eraldub uriiniga. Bio-
funktsiooni d . pantoteenhappe biofunktsioonide tahtsusele viitab
juba see, et ta kuulub raku tsentraalse koensuumi (koensuum A)
ehitusse (vt.koensuimid) . Meditsiinilised preparaadid. Levinuil-
mad on Ca-pantotenaat, pantetiin ja koensitim A.

VITAMIIN B4. Terminoloogia. Nimetatakse ka koliriniks. Fuusiko-
keemilisi omadusi. Koliin on varvitu vedelik, mis lahustub hasti
vees. Ta on metuleeritud aminoetuulalkohol. Bioaktiivsed vormid.
Bioloogiliselt on tdhtsaim fosfokoliin, mis on oluline mitmetes
sunteesides. Imendumine,transport ja metabolism. Koliin i1mendub
peensoolest aktiivse transpordi abil. Enterotsuiutide membraanides
ta fosforuulub Tfosfokoliiniks Ja kasutatakse fosfolipiidide
(fosftatiduulkoliinide) sunteesiks. Koliini transpordivad vere
lipoproteiinid. Kudedesse satuvad fosfokoliin ja vahesel maaral
ka koliin. MoOlemad lulituvad metabolismi. Birofunktsioonid. Kolii-
ni saab inimorganism toiduga, seedetrakti mikrofloora toodanguna
Jja organismis toimuvast sunteesist. Koliin on vajalik teatud
fosfolipiidide ja vaga tahtsa neuromediaatori atsetuulkolrini
sunteesiks. Koliin on ka oluline -CH3 doonor trans-
metuleerimisreaktsioonides. Meditsiinilised preparaadid. Le-
vinuim on koliinkloriidi preparaat, mida kasutatakse hepatiidi ja
maksa tsirroosi ravimisel.

VITAMIIN B5. Terminoloogia. Kasutatakse nimetusi niatsiin, ni-
kotiinamiid, nikotiinhape, vitamiin PP (it.k. preventive pellagra
= pellagrat valtiv). Fuusiko-keemilisi omadusi. Niatsiin on
redoksomadustega koensuimide NAD ja NADP reaktiivne osa. Nende
koensuumide redutseeritud vormid (NADH ja NADPH) omavad neeldu-
mismaksimumi 339 nm juures. Bioaktiivsed vormid. Kesksed bioak-
tiitvsed vormid on ulalnimetatud koenstuumsed vormid (vt. koen-
suumid) . Imendumine, transport ja metabolism. Toiduga saadud NAD
jJa NADP hiudrolitsuvad seedetraktis ning vabanev nikotiinhape voi
nikotiitnamiid imenduvad pohiliselt lihtsa difusiooni abil. Imen-
dunud nikotiinhape ja nikotiinamiid viiakse verega kudedesse.
Koerakkudes nad osalevad NAD ja NADP sinteesis. Kui organismi
satub liigselt niatsiini, eraldub uriiniga nikotiinhapet. B5
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kataboliidid on glikuroniidid ja metuulitud produktid. Antud
vitamiini sunteesib ka inimorganism Trp baasil. Umbes 60 Trp
molekuli1 kohta moodustub Uks nikotiinamiidi molekul. Seetattu Trp
rikkad produktid (piim, munad) koérvaldavad vitamiin B5 vajaduse.
Biofunktsioonid. B5 biofunktsioonid on seotud tema koensuumsete
vormidega (vt. koensuumid). Meditsiinilised preparaadid. Levinui-
mad on nikotiinhape ja nikotiinamiid.

VITAMIIN B6. Terminoloogia. Kasutatakse termineid puridoksiin,
puridoksamiin ja puridoksaal. Fuusiko-keemilisi__omadusi. B6
laguneb valguse kdes ning aldehuuddrihma reaktiivsus kaob kuumuta-
misel. Bioaktiivsed vormid. Vitamiinse aktiivsusega on kodik
vormid. Sisuliselt vOoib neid nimetada vitameerideks. Imendumine,
transport ia metabolism. K6tk vitamiin Bg vabad vormid imenduvad
peensoolest lihtsa difusiooni abil. Fosforuulunud vormid defos-
foruuluvad eelnevalt seedetraktis. Puridoksiin transporditakse
verega kudedesse, kus ta muundub koensuumideks: puridoksaal-
fosfaat ja puridoksamiinfosfaat. Vitamiin Bg pbhikataboliit on 4-
puridokstiulhape, mis valjutatakse uriiniga. Biofunktsioonid. Bg
biofunktsioonid on seotud tema koenstumse vormiga (vt. koen-
suumid) . Meditsiinilised preparaadid. Levinuimad on puridok-
saalfosfaadi ja puridoksiini preparaat.

VITAMIIN B8. Terminoloogia. Kasutatakse nimetusi 11nosiit, mio-
inosiit ja 1nositool. Fuusiko-keemilisi omadusi. B8 on optiliselt
aktiitvne. Bioaktiivsed vormid. Bigaktiivne on 1nosiit ja tema
fosforuulitud derivaadid. Imendumine, transport ja metabolism.
Inosiit i1mendub peensoolest. Kudedes vOib ta esineda 1nosiidina
Ja inositoolfosfaatidena. Inosiidi oksudeerumisel saab tekkida ka
glukuroonhape. Biofunktsioonid. Inosiit on vajalik fosfolipiidide
e .fosfatiduulinositiidide siunteesil. Inositoolfosfaadid on olu-
lised sekundaarsete vahendajatena (vt. hormoonid). Meditsiini-
lised preparaadid. Tuntuim on 1nosiidi preparaat.

VITAMIIN Bc. Terminoloogia. Kasutatakse nimetusi Tfoolhape
(lad.k. folium = leht; rohkesti taime lehtedes), folatsiin, pte-
routlglutamiinhape. Fuusiko-keemilisi omadusi. Foolhape laguneb
valguse toimel ja lahustub halvasti kilmas vees. Bioakt- 1i1vsed
vormid. Foolhappe keskne vorm on koensuumne vorm tetrahudro-
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foolhape e. FH4. Imendumine. transport ia metabolism. Foolhape
imendub peensoolest ning juba soole limaskestas toimub teatud
maaral FH4 teke. Veres on ligi 85% foolhappest erutrotsudtides,
ulejaédnud plasmas. Foolhappe depoodeks on maks, neerud, peensoole
limaskest. Organismist valjutatakse teda uriini, Tekaalide ja
higiga. Biofunktsioonid. Foolhappe biofunktsioonid realiseeruvad
FH4 kaudu (vt. koensuumid). Meditsiinilised preparaadid. Levinui-
mad on foolhappe preparaadid.

VITAMIIN B12. Terminoloogia. Uldtermin "kobalamiinid" hdlmab
tervet uUhendite gruppi uUldnimetusega vitamiin B12. Molekulis
oleva kahevalentse koobaltiga seotud rihmast tuleneb konkreetse
kobalamiini nimi: metuilkobalamiin (CH3-Co) ; desokstadenosiinko-
balamiin (desoksuadenosiin-Co); tstanokobalamiin (CN-Co); hid-
roksikobalamiin (HO-Co)/ kloorkobalamiin (CI-Co) jt. Fuusiko-kee-
milisi omadusi. Kuna tstanokobalamiin on stabiilne kobalamiinide
vorm, siis Kkirjanduses antakse tavaliselt tema parameetrid.
Valguse toimel toimub tema astmeline I0hustumine. Tsuanokoba-
lamiini vesilahus omab neeldumismaksimume 278, 361 (suurim) ja
550 nm. Kuna ta vesilahus on stabiilne, saab kindla kontsentrat-
siooniga tsuanokobalamiini standardlahuseid kasutada seerumi
kobalamiinide md&ramiseks. Vahem-stabiilseid seerumi kobalamiine
saab eelnevalt tsuanokobalamiiniks Ule viia. Bioaktiivsed vormid.
Seerumi domineeriv TfTusioloogiline vorm on metuidlkobalamiin (CH3~
B12), tsutoplasmas aga desoksladenosiinkobalamiin (dA-B12).
Imendumine. transport 1a metabolism. Toidus olevate kobalamiinide
imendumine vajab mao parietaalrakkudes produtseeritavat nn. sise-
mist faktorit (Casle faktor, intrinsic factor = IF). IF on
glukoproterin (Mr = 50 000), mille sekretsiooni stimuleerib toit,
histamiin ja gastriin. Kobalamiinide imendumine toimub
jargmiselt: a) moodustub kompleks vitamiin Bi12-1F; b) B12~IF
seostub Caz+ juuresolekul peensoole (niudesoole) epiteelirakkude

pinnal olevate retseptoritega; c¢) B12-1F transporditakse endo-
tsutoosi abil epiteelirakkudesse, kus kompleks dissotsieerub (IF
tapne saatus pole selge) ja B12 satub kapillaaride kaudu varati-
veeni. Vitamiin B12 transportvormiks on veres hudroksukobalamiin
e. HO-B12 (selleks muutub ka ravimina kasutatav tsuanokobalamiin)
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Adeniin

Vitamiin B12 (dA-B12)
* desoksuadenosiinijaagit asendumisel -CH3~ga saame (CH3~B12);
asendumisel -CN-ga saame CN-B12.

ja seda transpordivad kaks plasmavalku: transkobalamiin I (C D

ja transkobalamiin Il (1C 11). TC 1 on tegelikult Ilirtvalkude
rihm (Mr-ga 60 000 - 150 000) nimetusega kobalafiinid ja need
valgud on sisuliselt veres ringlevaks B12 varuks. TC 11 (3-globu-

I1in) on peamine transportvalk, mis viib kobalamiine kudedesse.
Maksas ja neerudes laheb HO-B12 koensuumsetesse vormidesse -
metuul-B12 ja dA-B12, mis viiakse teistesse kudedesse. Normaalselt
on maksas salvestatud *1 mg B12 (NB! depoo). Kobalamiine
valjutatakse pohiliselt uriiniga. Biofunktsioonid. Biofunktsioo-
nid on seotud vitamiin B12 koensuumse rolliga (vt. koensuumid).
Lisagem, et nait. pernitsioosne aneemia on reeglina tingitud
mitte vitamiin B12-st vaid IF sekretsioonihairetest. Meditsiini-
lised preparaadid. Levinuimad on tsuanokobalamiin ja dA-B12.

170



VITAMIIN B13. Terminninoaia. Levinuim on nimetus oroothape.
Fluusiko-keemilisi omadusi. Ta on aromaatse loomusega ja uratsiili
modifikatsioon. Bioaktiivsed vormid. Bioaktiivne on oritidiin-5"-
fosfaat (OMP) e. orotiduatlhape. Imendumine, transport ia metabo-
lism. Oroothapet silnteesib Inimorganism Asp ja karbamoutilfosfaa-
dist. B-iofunktsioonid. OMP on eelihendiks purimidiinnukleotii-
dide bioslUnteesis. Oroothape méjub ka teatud ensuimide (nait.
ksantiini oksldaas) aktiivsusele ning soodustab regeneratsiooni-
protsessi (lthaste distroofia ravimine jne.). Meditsiinilised
preparaadid. Levinuim on kaaliumorotaat.

VITAMIIN B15. Terminoloogia. Levinud on ka nimetus pangaamhape
(kr.k. pan = koikjal, gami = seemned). FuUusiko-keemilisi omadusi.
Pangaamhape on glukoonhappe ja dimetuulglitsiini ester. Ta on
vaga ebapisiv. Bioaktiivsed vormid. Pangaamhape ise ongi bioak-
tiivne vorm. Imendumine# transport ja metabolism. Pangaamhape
imendub peensoolest. Biofunktsioonid. Ta on "liikuvate™ ~CH3
doonoriks koliini, TfTosfatiduulkoliinide, kreatiini jJt. slnteesis.
Kuna Bi15 tdostab organismi 02 tarbimist (vdheneb glukolluids ja
piimhappe liigne kuhjumine), siis antud vitamiini on kasutatud
fulsilise taastumise Kkiirendamiseks. Bi15 on ka lipotroopne toime
(ndit. pidurdab rasvinfiltratsiooni maksas). Meditsiinilised
preparaadid. Levinuim on Ca-pangamaat.

VITAMIIN BT. Terminoloogia. Levinuim on nimetus karnitiin. Imen-
dumine, transport ja metabolism. Karnitiini siunteesib ka maks
ning sunteesi aktiveerivad Fez ning vitamiin C. Birofunktsioonid.
Karnitiin transpordib pikaahelalisi rasvhappejaake (atsuuljédke)
labt mitokondrite sisemembraani. Oletatakse, et karnitiin vOib
olla ka metuulruhmade allikaks. Meditsiinilised preparaadid.
Karnitiini on kasutatud lihastegevuse ja pankrease eksokriinse
funktsiooni parandamiseks.

VITAMIIN C. Terminoloogia. Kasutatakse ka nimetust L-askorbiin-
hape. Fuusiko-keemilisi omadusi. Askorbiinhape on dsna tugev
hape, mille bioaktiivsus kaob kergesti kuumutamisel. Askorbiin-
hape on redutseerivate omadustega. Bioaktiivsed vormid. Vi-
tamiinse aktiivsusega on L-askorbiinhape. Imendumine, tcan.§Qgt
1a metabolism. Askorbiinhape imendub kergesti peensoolest pas-

171



siivse difusiooni teel. Veres on askorbiinhape vabana ja valkseo-
tuna (viimast nim. askorbigeeniks). Koerakkudesse ja vere-
rakkudesse viitakse askorbiinhapet aktiivse transpordi ja difu-
siooniga. Rakkudes on askorbiinhape valkseotuna. Rohkesti on
askorbirinhapet neerupealistes, maksas ja kopsudes. Liigne vaba
askorbiinhape ja tema kataboliidid (diketoguloonhape, oblikhape
Jjt.) valjutatakse uriiniga. Biofunktsioonid. Askorbiinhape on
protropokol lageenit hudroksulaasi koensuiumiks (vt. ka koensuidmid).
See ensuum tagab proliini- ja lusiinijdadkide hudroksuulimise (vt
fibrillaarsete valkude ehitus), mis on vajalik protropokollageeni
ja kollageeni normaalseks sinteesiks, s.t. ka sidekoe normaalseks
kujunemiseks. Askorbiinhape on oluline veel mitmetes hiudroksui-
limistes (serotoniini, noradrenaliini, karnitiini, mitmete ste-
roidide siuntees). Askorbiinhape on ka oluline antioksudant (nart.
takistab Hb oksudeerumist). Askorbiinhape mdjutab ka ravimite
biotransformatsiooni, indutseerides tsutokroom P450 biosiunteesi
EPR-s. Askorbiinhape stimuleerib Fe2+ imendumist (taandab Fe3t+
Fe2+-ks) ja raua vabanemist (B! seega ka kasutamise vOimalust)
transfterriinist. Meditsiinilised preparaadid. Kasutatakse L-
askorbiinhappe preparaate.

VITAMIIN H. Terminoloogia. Levinuim termin on biotiin (kr.k.
bios = elu). Sumbol H tuleneb saksakeelsest sbnast haut = nahk.
FlUlusiko-keemilisi omadusi. Biotiin on stabiilne Uhend. Bioak-
tiivsed vormid. Broaktiivne on nii brotrin kur ka tema
oksuderivaat e. oksubiotiin (molekulis on S asemel 0). Biofunkt-
sioonid. Vaba biotiin seostub kovalentselt ensuumvalguga Lys-
jJaagl £-NH2 kaudu. Lys on biotiinsete liirtensuumide aktiivtsen-
tris. Need ensuimid on olulised karboksuulimisreaktsioonides
(vt. koensuumid). Imendumine, transport ja metabolism. Valk-seo-
tud birotiin vabaneb valkude proteolitusil lusiin-biotiin komplek-
sina. Kompleksi nim. biotsutiiniks (b~N-brotinuaullisiin). Bio-
tsutiin nagu ka kompleks biotiin-avidiin eir allu seedetrakti
ensuumide toimele (avidiin on glikoproterin, mida on eriti paju
toores munas). Biotsutiin ja vaba biotiin imenduvad kergesti
seedetraktist. Vereplasma ja eriUtrotsultide biotsitinaas 10hustab
biotsutiini biotiiniks ja Lys. Vaba biotiini transport veres
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toimub albumiinide abil. Meditsiinilised preparaadid. Meditsiini-
lises praktikas pole biotiini ravimina kasutatud.
VITAMIIN N. Terminoloogia. Levinuim on nimetus lipoehape. Bioak-
tiivsed vormi H. Bioaktiivne on vitamiin N koensuumne vorm lipa-
miid. Biofunktsioonid. Kudedesse sattuv lipoehape seostub ensuim-
valguga tema aktiivtsentris oleva Lys-jaagi £,-N2 kaudu. Need
littensuumid osalevad dekarbokstulimisreaktsioonides (vt. koen-
suumid) . Meditsiinilised preparaadid. Levinumad on lipoehape ja
tema amiid.
VITAMIIN 4. Terminoloogia. Levinuim nimetus on S-metuulmetioniin.
Sumbol U viitab selle Uhendi seedetrakti haavandtdve vastasele
toimele (lad.k. ulcus = haavand). Meditsiinilised preparaadid.
Kasutamist on leidnud vitamiin U kloriid.
pAB. Terminoloogia. Ta on mikroobide kasvufaktor nimetusega p-
aminobenseenhape. Biofunktsioonid. pAB ongi tegelikult vitamii-
niks mikroorganismidele, kes vajavad teda foolhappe slnteesiks.
pAB on vajalik naha, juuste jJne. normaalseks pigmentatsiooniks
(aktiveerib pigmentatsiooni keskset ensuumi turosinaasi). Ka
inimorganismi foolhappega varustavatele seedetrakti mikroorganis-
midele on pAB vajalik foolhappe sinteesiks.
VITAMIIN P. Terminoloogia. Termin "vitamiin P" hdlmab tervet
Uhendite gruppi nimetusega bioflavonoidid. Sumbol P viitab per-
meaabluse regulatsioonile. Tuntuim esindaja on rutiin, mis sisal-
dab disahhariidi rutinoosi. Imendumine. transport ia metabolism.
Bioflavonoidid iImenduvad peensoolest. Organismis nad kataboli-
seeruvad fenoolseteks Uhenditeks, mis valjutatakse konjugaatide-
na. Biofunktsioonid. Bioflavonoidid inhibeerivad htaluronidaasi,
proliini oksludaasi jt. sellelaadseid ensuuime. Nii nad takistavad
sidekoe oluliste komponentide (hualuroonhape, kollageen) [I6hus-
tumist, mis on sisuliselt nende kapillaariseinu tugevdava toime
aluseks. Bioflavonoidid aktiveerivad koehingamist. Oma efektides
on nad funktsionaalselt koostdds vitamiin C-ga. Meditsiinilised
preparaadid. Levinuimad on kompleksne vitamiinide P ja C prepa-
raat askorutiin ja galaskorbiin.

Antivitamiinid. Need on antud vitamiini struktuursed ana-
loogid . Nad asendavad vitamiini tema koensuumses vormis, kuid ei
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suuda taita tema rolli

ensuumkataliusis. Seega antivitamiinid

toimivad sisuliselt antikoensiuumidena. Tabelis on toodud tuntumad
antivitamiinid ja nende meditsiiniline kasutamine.

Antivitamiinid
K kumariinid (di-
kumarool , tromek-
saan jt.)
B1 hudroksutiamiin,
puritiamiin

B2 flaviinid (iso-,
dietuul- ja ga-
laktoriboflaviin)
trietuulkoliin

B5 isoniaziid,3-at-
setuulpiridiin,
6-aminonikotiin-
amiid Jt.

B6  desoksupuridok-
siin

Bc pteridiinid(ami-

nopteridiin jt.)

C glukoaskorbiin-
hape

pAB sulfaniilamiidid
jJa nende derivaa-
did

Toimemehhanism
blokeerivad vahemalt
nelja verehuubimis-
faktori slnteesi
blokeerib TPP teket,
toérjub TPP valja
liitensulmidest
blokeerivad FMN ja
FAD to6od liitensiui-
mides

pidurdab atsetuul-
koliini slnteesi
asendab normaalseid
koensuiume dehidrogenaa-
sides

asendab normaalseid
koensuume ensuumides

konkureerivad fool-
happega vastavate
liitenstumide tekkes
konkureerib L-askorbii
happega teatud ensuu-
mide tekkel

lalituvad pAB asemel
mikroobide sunteesi-
tavasse foolhappesse
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Kasutamine
trombooside
profulaktika

ja ravi
eksperimentaalse
avitaminoosi
tekitamine
eksperimentaalse
avitaminoosi
tekitamine

tuberkuloosi
ravi

eksperimentaalse
avitaminoosi
tekitamine
leukooside ja
vahi ravi

antimikrobiaal -
ne ravi



KOENSUUMID

vVaga paljude liirtensuumide mittevalguliseks osaks on koensuumid.
Koensuumid (lihend Co ) on madalmolekulaarsed orgaanilised Uhen-
did, mis on apoensuimiga enamasti mittekovalentselt seostunud.
Jarelikult lirtenstuimi kujunemise lihtsustatud skeem on:

Co + ensuumvalk (@poensuum) ——— liitensuum (holoensuim)
Koensuum voib olla ka mitme E vaheline siduv lili e. kosubstraat.
Nait. esimene ensuum toimib S-le ja selle E koensuum vOtab S-I1t
ara ulekantavad komponendid (nait. vesinikuaatomid). Teine ensuium
atakeerib seda koensuimi, voOttes temalt eelnevalt seotud kompo-
nendid. NB! Seega on esimese E-ga seotud koensuum teise E sub-
straadiks (vt. reaktsioonid).

Ex-Co + S-H2 — > ExCoH2 + S
Ej-Cod™ + E2-Co ——> E2-CoH2 + ExCo
NB! Enamike koensuimide reaktiivseks osaks (V01 baasstruktuuriks)
on vastav vitamiin.
KOENSUUMIDE KLASSIFIKATSIOON. Klassifikatsiooni aluseks on
ensuumide klassid. NB! Mitmed Co vOivad olla koensuumiks ka
erinevatesse klassidesse kuuluvates liitensuumides. Funktsio-
naalne klassifikatsioon jaotab koensuumid:
1. Redutseerivate ekvivalentide lUlekandjad (koensuumid oksudore-
duktaasidele) .
NAD ja NADP. Nad on nikotiinamiidsed Co (nende reaktiivne osa on
nikotiinamiid e. B5). Ehituselt on nad dinukleotiidid (vt. valem)

/\-c=0
© U.

(nikotiinamiid)

(adeniinnukleotiid)

(NADL) (nikotiinamiidnukleotiid)

NAD
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NAD = nikotiinamiidadeniindinukleotiid
NAD tekib jargmiselt:
+ PRPP (vt. vastav koensuum)
nikotiinamiid nikotiinamiidmononukleotiid + BP®
nikotiinamiidmononukleotiid T ATP, NAD + PP+

NADP e. nikotiinamiidadeniindinukleotiidfosfaat,tekib NAD baasil:
NAD ——— > NADP + ADP

MOlemad koensuumid véivad esineda oksudeeritud ja redutri_£ ud
vormis. Korrektne oksiudeeritud vormi tahistus on NAD+ ja NADP+,
redutseeritud vormide puhul NADH + H+ ja NADPH + H+. Lihtsustatud
tahistused on: NAD, NADP (okstdeeritud vormid) ja NADH, NADPH
(redutseeritud vormid) .

NAD ja NADP on dehudrogenaaside koensuumid. Dehiudrogenaasid
on ensuumid, mis vOtavad substraatidelt ara vesinikuaatomeid. Et
otsesed aravotjad on NAD ja NADP, siis ongi nende Co tsentraalne
roll: redutseerivate ekvivalentide, s.t. elektronide ja prooto-
nite (e- ja H+) ulekanne. Sisuliselt eemaldatakse substraadilt 2
vesiniku aatomit, millest 2 e ja 1 H+ seotakse koensuumi reak-
tiivse osaga. Teine prooton laheb keskkonda (vt. skeem).

R

redutseeritud vorm
(NADH+H+ = NADH)
(NADPH+H+ = NADPH)

Lihtsustatult antakse see reaktsioon jargmiselt:
dehtdrogenaas
NAD + SHj** > NADH + S (oksudeeritud substraat)
(NADP) (NADPH)
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Dehtudroqgenaag«*r mille koensuumiks on NAD (vO1 NADP), nim* NAD-
s6ltuvateks dehidrogenaasideks (v0i vastavalt NADP-sOltuvateks
dehudrogenaasideks) .

NADH-I1t ja NADPH-It v0etakse redutseerivad ekvivalendid
jargmise aktseptori (koensuumi) poolt, s.t. toimubki nende ekvi-
valentide Ulekanne. Taastub NAD, vOi vastavalt NADP, (vt. reakt-
siooni poorduvust) ja substraadi uute molekulide dehidrogeenimine
vOib jatkuda. NAD ja NADP taastumist nim. reoksiudeerumiseks.

Nikotiinamiidsed Co taidavad ka moningaid teisi funktsioone.
Nait. on NAD substraadiks kromatiini valkude poliU-<ADP)-ribosui-
limises vajaliku polu-(ADP)-riboosi siunteesis (vt. matriits-
sinteesid ja nende regulatsioon). NAD on substraadiks ka DNA-
ligaasidele, s.t. NAD normaalne tase on oluline DNA replikatsioo-
niks ja reparatsiooniks. Funktsionaalses mottes on NAD ja NADP ka
allosteerilised regulaatorid (vt. Krebsi tsukkel).

FMN ja FAD. Antud flaviinsed. nukleotiidsed Co-d sinteesitakse
riboflaviini (B2) baasil.

riboflaviin - N FAD
FMN = flaviinmononukleotiid; FAD = flaviinadeniindinukleotiid
FMN ja FAD on vastavate dehiudrogenaaside EFMN- i1a FAD-soOltuvad

dehidrogenaasid) koensuiumideks ja nad kannavad Ule kahte vesini-
kuaatomit;

S(H2) + FMN NM~——- n fmnh2 + S
(FAD) (FADH2)
oksudeeritud vorm redutseeritud vorm

Keskne on reaktsioon, milles FMN votab redutseerivaid ekviva-
lente ara, s.t. reoksudeerib NADH.

NADH + FMN * FMNH2 + NAD

Koigis vesinikuaatomite uUlekannetes seotakse nad FMN voir FAD



riboflaviinse osa kilge (vt. skeem). Tekkinud FMNH2 ja FADH2
reoksudeeritakse vesinikuaatomite edasises llekandes.

0 - 4

0" o® NN A<

EMN FMN FMNH,

Erinevalt NAD ja NADP-st on flaviinsed koensuumid ensuumvalguga
tugevalt seotud.

CoQ. Koensuum Q on sisuliselt juba vitamiinses vormis koen-
stuimiks. Tootab vesinikuaatomite ulekandjana dehidrogenaasides.

on
I/I»COA + 2H Hj(I)\/ \
- 2H
k¥O
HiC(KY
0 OH
ubikinoon hidrokinoon

Tsentraalne on FMNH2 v6i FADH2 reoksudeerimine CoQ vahendusel

FMNH2 + CoQ ~— * FMN + CoQH2 (hudrokinoon)
(FADH2) (FAD)

Lipamiid. Koenstumina (vesinikuaaatomite Ulekandjana) tootab en-
suumvalguga amiidsidemega seotud lipamiid (lipoehape derivaat).

0 +2H
HOC—CHS—CH— (CHZJ -—8—N—Va|k N N H.C-CH.-CH- (CH?)4-C-N-valk
21 \ 4 \ \ \ \
S——— S H -2H HS SH H
lipamiid (oksideeritud) lipamiid (redutseeritud)
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Lihtsustatult oleks reaktsioon jargmine:

+2H SH
/ /
N
\ _2H SH

Lipamiid on oluline ensuumides, mis kuuluvad dekarboksuulimisega
seotud ensuumkompleksidesse (pluruvaadi dehidrogenaasne kompleks,
a-ketoglutaraadi dehidrogenaasne kompleks; vt. Krebsi tsukkel).
Vitamiin C. Taidab koensuimi rolli mitmetes redoksreaktsioonides,
s.t. osaleb redutseerivate ekvivalentide Ulekandes (nhart. tsiuto-
kroom P450 sintees, fToolhappe taandamine FH4-ks, Fe3t redutseeri-
mine peensooles Fe2+-ks) .

O:qf qu
C

HO- _2H 0=C
HO—# 0 O:J 0
HG- J o HC
Ho-CH HO-CH
CH20H CH2OH

askorbiinhape dehudroaskorbiinhape

Mittevitamiinsed Co. Mitmed redokssisteeme moodustavad uhendid
voivad reaktsioonides Ule kanda redutseerivaid ekvivalente.
Metalloporfiriinne siusteem. Inimorganismis todtab see slsteem
elektronide uUlekandjana hingamisahelas (aga ka EPR-s) toimuvas
oksudeerimises. Elektronide Ulekande aluseks on molekulis oleva
raua aatomi valentsi muutus (Fe* *Fe2+; vt. hingamisahel) .
Tsusteiin-tsustiin sisteem. See on aminohappeline sisteem, mis on
voimeline vesinikuaatomite poorduvaks uUlekandeks.

-2H

2 Cys-SH x———" Cys-S-S-Cys
+2H
(redutseeritud) (oksudeeritud)

Glutatioonne siusteem. See on tripeptiidne sisteem.

-2H

2 G-SH N N G-S-S-G

(redutseeritud glutatioon) +2H (oksudeeritud glutatioon)
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NB! Korrektsemalt vdetuna on kaks viimast silsteemi tegeli-
kult klassikalised kofaktorid.
1. Radikaalide, gruppide Ulekandjad (Co-mid transferaasidele).
Pantoteensed koensuimid. Keskne on siin koensuim A e. CoA-SH, mis
nagu 4-fosfopantotenaat ja difosfo-CoA-SH, on pantoteenhappe (B3)
derivaadid. 4-fosfopantotenaat on Co-ks atsuuljadke ulekandvale
ensuumile rasvhapete sintetaasses kompleksis. Defosfo-CoA-SH on
tsitraadi llaasi ja atsuuljaakide mitmete muundumisreaktsioonide
Co-ks. Tsentraalne on aga CoA-SH. See on on Uldse kogu metabo-
lismi tsentraalne koensuum. CoA-SH on atsuiuljaakide ulekandja.
Neist atsuul jadkidest on keskne atsetiuuljaak. Atsetuuljaaki
kandvat CoA-SH nim. atsetuul-CoA, mis on tsentraalne metaboliit.

Adenlii\ o SH

H'YD@-e-Cb’\OCH’\-C-C&-C-MCH’\AC-MIC’\ reaktiivne rihm

pantoteenhappejaak
CoA-SH

CoA-SH osavotul toimub: 1) rasvhapete ja atsetaadi aktiveerimine;
2) rasvhapete oksudatsioon; 3) ketokehade ja steroolide/steroi-
dide slntees; 4) atsetuulkoliini sintees; 5) biogeensete amiinide
kahjutuks tegemine (atsetuulimine); 6) puruvaadi ja a-ketogluta-
raadi oksudatiivne dekarboksuulimine jm. reaktsioonid.
Tetrahidrofoolhape. Foolhappe (B10) hidrogeenimine annab tema
koensuumi : 5,6,7, 8 tetrahudrofoolhape e. FH4. See koensuum
kannab tle Uhestsinikulisi fragmente (sunteesireaktsioonid!).

n bl
""N-CV«-— *1H

foolhappejéaak FH

180



Transporditavad fragmendid on fTormuul (-C™), metuul (-CH3), me-
tuleen (-CH2-)), metiin (=CH-) ja formimino (-HC=NH). Fragmendid
seotakse N5 vOi N10 kilge (VOi nende vahele, nait. -CH2- ja =CH-
ulekandel)

CHa
J
5 ~ H
N5-metuul-FH4 N5 ,Nio-metileen-FH4

Piridoksiinsed koensuumid. Need on puridoksiini (Bg) derivaadid.

Tsentraalne Co on puridoksaal- mis tekib Bg fosforuulimisel.
H-C=0 H-c-NH*
Ho- ~ /A C H Xo® HO
MNvJ*

puridoksamiinfosfaat
Seda Co on leitud paljudes ensuumides. Pohiliselt on ta aga
aminotransferaaside Co, tagades puridoksamiinfosfaadina amino-
rihma Ulekande.
Kobalamii”™ised koensuimid. Need on vitamiin B12 derivaadid.
Metuul-B12 osaleb metuul jdadgi ulekandel N5-metuul-FH4-1t homo-
tsisterinile Met sunteesis. dA-B12 on mutaasi koensuumiks, mis
kindlustab propionutul-CoA lulitumise Krebsi tsuklisse
Biotiinne koensuim. Biotiini koenstumne vorm biotsutiin osaleb
aktiivse CO2 ulekandes (karboksubiotsutiin) karboksuulimisreakt-
sioonides. Seega on ta karboksulaaside koensuium.

karboksibiotsitiin
N N~Csq-

0
4 (CH2)4—éLN—Lys(ensUUmvalk)

Karnitiinsed koensuumid. Siia kuulub karnitiini tsukliline vorm,
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mis kannab Ule atsuuljadke. IImselt vOoib atsuuljaadke teatud
juhtudel Ule kanda ka lineaarne vorm.

atsuulkarnitiin

Mittevitamiinsed transferaaside koensuumid.

UDP-glukoos kannab Ule glukoosijadki glukogeeni sunteesil.
UD?-alukuroonhape kannab uUle glukuroonhappejaéki ksenobiootiku-
mide detoksikatsioonil. CDP-koliin kannab Ule Tfosfokoliinijaaki
fosfolipiidide biosinteesil. S-adenosutulmetioniin e. S-AM kannab

(? OM©;O—é;CHr UDP-gliikoos

ule -CH3 mitmetes siunteesides (koliini, kreatiini, B12 sintees
Jt.) Fosfoadenosiin-5-fosfosulfaat e. PAPS kannab ule aktiivset
sulfaatrihma fenoolsete Uhendite detoksikatsioonil. ATP vOib vaa-

T*(*osUn
(H"W-CHACHA-0-@"a-00C1A Q 1 CDP-koliin

at««» \Vv /

Habl-CH-COOH
delda TfTosfaatgruppit (Px), purofosfaatgruppi (PPi1) voir AMP
ulekandjana.
3.Luaas 1de koensuumid.

LUuaaside Co-na vOivad funktsioneerida puridoksaal- P, panto-
teensed ja kobalamiidsed Co-d. Luaaside spetsiifiliseks Co-ks on
aga ka tramiinpurofosfaat (TPP), mis osaleb a-ketohapete



okstudatiivsel dekarboksuulimisel ja aldehiutddriuhma dlekandel.

NHa l. TPP (kokarboksulaas)

4_Ligaaside koensuumid.

Ligaaside Co-na vOivad funktsioneerida karboksubiotsutiin,
FH4, nukleotiised koensuumid (UDP-glikoos, CDP-koliin jt.).
Markus. Hudrolaasidel spetsiifilisi koensutme pole.

AKTITVTSENTER

Enstimi tertsiaarstruktuuri ruumilist ala, millega substraat
seostub ja kus toimub substraadi katalUus, nim. aktiivtsentriks.
Lihtensuumi aktiivtsenter formeerub ensuumvalgu AH-i&dakide radi-
kaalidest . liitenstumi puhul lisandub radikaalidele ka koensuum
vOol mdni muu kofaktor.

AH radikaalide tuupilised funktsionaalsed rihmad E-de ak-
tiivtsentris on: -COOH (Glu, Asp), -SH (Cys), -NH2 (Lys) , -OH
(Tyr, Ser, Thr) , imidasoolgrupp (His), guanidiingrupp (Arg). NB!
Aktiivtsentrisse fTunktsionaalseid ruhmi andvad AH-jaagid pole
polipeptiidahelas korvuti. Nende ruumilise laheduse (seega ka
aktiivtsentri fTormeerumise) tagab biofunktsiooniks vajalik kon-
formatsioon (vt. joonis). KarbokslUpeptidaas A on seedeensuim, mis
katalluusib AH-jadkide vabanemist peptiidide C-16pulisest otsast.
Ta koosneb 307 AH-jaagist ja sisaldab metalloenstuimina aktiiv-
tsentris Zn.

Aktiivtsentrit iseloomustab:

D S kinnitub aktiivtsentrisse mitmest kohast. See tagab S ka—
tallUisiks vajaliku paigutuse. Tinglikult eristataksegi aktiiv-
tsentris siduvat ja kataluutilist tsentrit. Esimene tagab S spet-
siifilise sidumise, teine astub S-ga otsesesse keemilisse vastak-
toimesse. Joonisel on S karbokslUpeptidaas A aktiivtsentris seotud
Tyr 248, Zn, Arg 145 jt. abil.

2) S seostumisel E-ga ja S kataluusil muutub ensuumvalgu ja ka £

183



enda konformatsioon. Selgitagem! S mdjul muutub E aktiivtsenter
vaga tapselt sobivaks just antud S-le (see on isosteeriline
regulatsioon). Seda nim. ka aktiivtsentri 16plikuks formeerumi-

seks . NB! S j E komplementaarsus.

karboksupeptidaas A

3 S ja E konformatsiooni muutustel on vahemalt kaks sisulist
motet: a) S ja E aktiivtsentri fTunktsionaalsete rihmade lahedus
muutub maksimaalseks, s.t. tduseb tohutult ES tekke ja seega ka
reaktsiooni kiirus; b) toimub S sidemete ''pingestumine’, mis
kergendab S [Idhustumist/muundumist produktiks (produktideks).
Viimast illustreerib ka joonis! Arg 145 tOmbab ioonsideme tekkega
peptiidi otsmist AH-jaaki enda poole, mis pingestab peptiidsideme
ja holbustab selle hudroluidsi. Seda kergendab ka Zn, mis tOmbab
enda poole selle peptiidsideme karbonutlset hapnikku

4 Kuna tekkivad produktid pole komplementaarsed aktiivtsentri
funktsionaalsete rihmadega, siis nad valjuvad aktiivtsentrist,
kusjuures selle esialgne konformatsioon taastub.
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TOIMEMEHHANISMI ULDARVSAAMAD.

Enstumkataliis on keeruline protsess. Siiski vOoib temas tingli-
kult eristada jargmisi pohimomente (vt. reaktsiooni):

1D Substraadi difusioon E aktiivtsentri juurde, S komplementaarne
seostumine E-ga ning ensuum-substraat kompleksi (ES) teke. See
faas on vaga kiire ja ES teke on praktiliselt silmapilkne. Siin
toimub ka E-mi aktiivtsentri 16plik sobitumine antud S jaoks (.
indutseeritud sobivus, isosteeriline regulatsioon) . ES tekkes
osalevad vesiniksidemed, vastastikused hudrofoobsed ja elektros-
taatilised toimed. Teatud juhtudel ka kovalentsed, koordina-
tiitvsed sidemed. See faas on reeglina po6orduv.

E + SEA*ES— >ES*———»ES**—— * EP ———*E + P

2) Esimene ES muundub aktiveeritud ensuum-substraat kompleksideks
(ES*, ES**), millede arv on vaga varieeruv. Tanu aktiveeritud ES
tekkele alanebki reaktsiooni aktivatsioonienergia. Seetdttu on
see fTaas kogu reaktsiooni kiirust limiteeriv. Selles fTaasis
toimub S molekulis sidemete pingestumine, mOnede sidemete
I6hustumine jJa uute tekkimine tanu S vastaktoimele E-mi aktiiv-
tsentri funktsionaalsete gruppidega.

3 S muundumine produktiks(-tideks). Viimase (-ste) vabanemine
aktiivtsentrist ja difusioon keskkonda. See on kiire faas, mida
limiteerib pohiliselt vaid produktide difusioonikiirus.

Ensuumkataluis on vaga keeruline. Seetdttu on ensuumide
toime molekulaarsetes mehhanismides veel palju ebaselget. Erista-
takse siiski: reagentide orienteerimise efekti, substraadi defor-
matsiooni efekti, happelis-aluselist kataliiusi jJa kovalentset
kataluusi.

Reaaentide orienteerimise efekt seisneb E aktiivtsentri ja S
sellise ladheduse ja paigutuse tekkes, mis loob tingimused
kataluutiliste (funktsionaalsete) ruhmade efektiivseks mOjuks.
TOuseb reaktsioonikiirus, kuna langeb aktivatsioonienergia.

Substraadi deformatsiooni efekt seisneb S molekuli defor-
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matsioonis/pingestumises peale E aktiivtsentriga seostumist. S
pingestunud sideme(-te) I6hkumiseks vajalik energia langeb. Sel-
line mehhanism on tudpiline hidrolaasidele ja luaasidele.

Happelis-aluseline katallis esineb E-del, millel on aktiiv-
tsentris hapete-alustena (H+ doonori-aktseptorina) kaituvaid
funktsionaalseid gruppe (nait. His iImidasoolgrupp). Mojustades S
molekule aktiivtsentri elektrofiilsete/nukleofiilsete rihmadega,
pohjustatakse elektrontiheduse uUmberjaotumine S molekuli vasta-
vates osades. See tingib sidemete 16hustumise hdlbustumise.
Selline kataliius on nait. iseloomulik E-le, mille aktiivtsentris
on Ser (vt. skeem).

0
u -
+ ar——-* -1k ¥ r-0-C-R kimotriupsiin
aminoatsutlseriin tripsiin
E-Ser-0OH trombiin
fosfoseriin fosfataas

NB! Enamike E-de puhul on ulaltoodud erinevad mehhanismid kombi-
neerunud, mis tagab E korge kataluutilise aktiivsuse.

Aktivatsioonienergia ja ensuumkatalils. Aktivatsioonienergia ()
on energia, mis on vajalik anda osakestele muutmaks nad reakt-
sioonivOoimeliseks. KatallUsaatorita toimuks aga keemiline reakt-
sioon Ulimalt aeglaselt (g, oleks suur). Reaktsiooni E3 vahen-
damine, s.t. tema energeetilise barjaari alandamine ongi ka-
talUsaatori toime aluseks. Ensuumid on tugevad Eg alandajad,
kusjuures Ea vdhendamine saavutatakse ES* moodustamiste kaudu.
TeisisOnu, Uks vaga aeglaselt kulgev reaktsioon asendatakse
sisuliselt mitme kergesti toimuvaga tanu ES* tekkele. Jarelikult,
mida kergemini ja rohkem S molekule moodustab aktiveeritud
ensuum-substraat komplekse, seda madalamaks muudetakse antud
reaktsiooni energeetiline barjdar ja seda enam kasvab reaktsioo-
nikiirus. Nait. H202 katalusaatorita I10hustumise Ea = 75 000
J/mool, plaatina kui kataluUsaatori puhul on see 52 000 J/mool,
ensuum katalaasi puhul aga vaid 8300 J/mool. Seega on katalaasi

puhul reaktsioonikiirus tohutult suurem, kui ilma biokata-
lisaatorita.
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ensiuumreaktsiooni kineetika

Iga ensulmreaktsioon kulgeb teatud Kkiirusega. Reaktsioonikiirust
val jendatakse (nd6odetakse) muundunud S hulgana ajauhikus (tavali-
selt TAmooli/minutis) vol produkti hulga kasvuna ajauhikus.
Ensulimreaktsiooni kiirus sOltub: 1) E ja S loomusest (struktuu-
rist); 2) [E] jJa [S]-st; 3) keskkonna temperatuurist; 4) keskkon-
na pH-st; 5) aktivaatori ja inhibiitori olemasolust ja kontsen-
tratsioonist; 6) keskkonna ioontugevusest. Ensulmreaktsioonide
kineetika uuribki enstumreaktsioonide kiiruse soltuvust nimetatud
faktoritest. Kineetiliste uuringute eesmargid on E toimemehhanis-
mi kindlakstegemine ja selgitamine, kuidas organism reguleerib
antud ensuumreaktsiooni kilrust.

E ja S keemiline struktuur ja reaktsioonikiirus. Illustreeriksime
seda vaid Uhe nairtega. Nimelt, proteoludtiline E I0hub valke
erineva kiirusega, soltuvalt antud valgu keemilisest sruktuurist
(loomusest).

[E] jJa reaktsioonikiirus. Reaktsioonikiiruse sOltuvus ensuumi
kontsentratsioonist on lineaarne, kui substraadi kontsentratsioon
on kullastav ja teised tingimused (temperatuur, pH, #Toontugevus
Jjne.) on konstantsed ja optimaalsed. Teisalt, ainult sellise li-
neaarse soOltuvuse tagamisel on kogu ensuim ES vormis (kdik E
molekulid on S-ga kullastatud).

[E_]« [S] V:K[E],

[S] = konstantne kus v on reaktsiooni-
kifrus ja K on Kiirus-
konstant

Reaktsioonikiiruse soltuvus [E]-st

Lineaarsuse momenti on oluline alati silmas pidada. Nii1 nait.
tuleb mistahes ensuumi aktiivsuse maaramisel leida kdigepealt
ajavahemik, mille kestel kasutatavates tingimustes (reaktsioo-
nisegu koostis, pH, temperatuur) eksisteerib kindlasti 1p,aeaarne
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sOltuvus lisatud E koguse ja tekkiva P hulga vahel e. muundunud S
hulga vahel. NB! Kui me muudame kas vO0i Uhte katsetingimust,
tuleb alati uuesti leida Oige iInkubatsiooni aeg.

Lineaarsuse aspekt eksisteerib aga ka organismis. Kul vasta-
vat E on ebapiisavalt (nait. hairitud on tema sintees)/ siis on
tema poolt katallUusitava reaktsiooni Kkilrus piiratud. Ensdimi
molekulide arvu taastamine kas loodusliku stimulatsiooni kaudu
vOl ravimpreparaatidega taastab ka kataluusitava reaktsiooni
normaalse kiiruse ja biokeemiliste protsesside normaliseerimise.
[S] Ja reaktsioonikiirus. Enstuumreaktsioon on lihtsustatult
valjendatav jargmise skeemina:

E+ S i ES ®-»E + P, kus k1 - kiiruskonstant

otse- ja poordreaktsiooni (-) puhul
Kui me k2 ei arvesta (votame, et ES —* E + P on vaga aeglane)
saame ES dissotsiatsiooni konstandi ehk substraadi konstandi (K8)
avaldada jargmiselt (B! analoogia valk-ligand__tekkega):

[E]l IS] k X

[ES] kx

Mida vaiksem on Ke arvuline vaartus (langenud on k x vOi tdusnud
on kx), seda suurem on antud substraadi sugulus E-le. Teisisonu,
seda aeglasemalt toimub ES dissotsiatsioon E-ks ja S-ks.
Lahtudes Ks vorrandist jJa sellest, et ensuumreaktsiooni
kiiruse soltuvus [Sl-st on huperboolne, avaldasid Michaelis ja
Menten (1913.a.) vorrandi selle huperbooli kirjeldamiseks (vt. ka
jargnevat graafikut). (\B! Analoogia L seostumisega valgule).
v - mbbdetav reaktsioonikiirus,

vy S V... — Mmaksimaalne reaktsioonikiirus,
V= —————— — s.0. kiirus- tingimustes, kus kogu E
Ke + [9] on ES vormis ja [S] suurenemine enam

el tdosta reaktsioonikiirust
Vottes arvesse aga ka k2, avaldasid Haldane, Briggs (1925.a.)
Michaelise konstandi (Km). Asendades Michaelis-Menteni vdrrandis
Ks Km-ga, said nad Michaelis-Menteni vorrandi 10pliku kuju:
ki + k2

Km ct
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L L[Sll Michaelis-Verteni Vorrand
V - ————— A6plik vorm)

See on ensumaatilise kineetika pohivorrandeid, mis peegeldab v ja
[S] vahelist sdéltuvust kogu hiuperbooli ulatuses.

Nagu naemegi teoreetiliselt graafikult, on reaktsioonikii-
ruse v ja [S] vaheline sdltuvus hiuperboolne, kui [E]= konstant.
(\B! Analoogia valgu ja ligandi interaktsioonidega). Substraadi
vaikestel kontsentratsioonidel on v s6ltuvus [S] lineaarne. (l
jJarku reaktsioon, 101k a) . Substraadi kontsentratsiooni edasisel
tousul kaob lineaarne sdoltuvus (segajarku reaktsioon, 101k b).
Teatud [S] alates saavutab reaktsioon maksimaalse Kkiilruse
(nulljarku reaktsioon, v ei soltu enam [S]-st, 101k cC).

Reaktsioonikiiruse hiperboolne sdltuvus [S]-st (Michaelis-
Menteni vorrandi graafiline valjendus)

V max km= MOlema parameetri arvulise vaartuse leidmiseks kasu-
tatakse enamasti Michaelis-Menteni vOrrandi lineariseeritud vari-
ante, milledest levinuim on Lineweaver-Burki vdrrand:

=V S| +
Selle s6ltuvuse graafiline valjend on sirge koordinaatides 1/v
versus 1/[S]- See tadhendab, maarates vastavate [S] jJuures vasta-
vad v vaartused, saame selle graafiku abil leida ni1 Vmex kui ka
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Km arvulise vaartuse.

Avaldades Michealis-Menteni vdrrandi alusel Km saame, et Km =
[S] Mex/ v - D . Selgub, et kui reaktsioonikiirus vOrdub poolega
reaktsiooni maksimaalsest kiirusest (v = I/2Vmex ehk V /v = 2),
siis Km = [S]. Seega: Michaelise konstant on sisuliselt S kont-
sentratsioon mille juures ensudumreaktsiooni kiirus on pool
reaktsiooni maksimaalkiirusest (vt. vastavat joonist). Lisagem,
et Km valjendatakse mool/l.

Km mdaramine S-de jaoks on oluline mitmel pdhjusel: 1
antud E spetsiifiliseima S-i Km peab omama vaikseimat arvulist
vaartust; 2) reaktsioonideahela uldkiiruse limiteerib aeglaseim
Uksikreaktsioon. Kui me saame vahendada/ reguleerida selle
reaktsiooni K , tOuseb kogu reaktsiooniahela kiirus (B! hormoo-
nide tépse toimemehhanismi uuringud).

Kommentaarid. 1) Nuldisajal leitakse K, ja V __ arvutisse sises-
tatud katseandmete alusel vastavate programmide abil. 2) Loomuli-
kult pole voimalik kdiki ensuimreaktsioone (nait. mitmesubstraa-
dilised, allosteerilised ensuumid jne.) klassikalise Michealis-
Mentenit vorrandi alusel tairelikult kirjeldada. Seda teemat
kdsitleb aga juba enstimoloogia spetsiaalkursus.

Temperatuur ja reaktsioonikiirus. Temperatuuri, mille jJuures
ensuumreaktsiooni kiirus on maksimaalne, nim. ensuumreaktsiooni
temperatuurioptimumiks. Loomorganismide enamike E-de puhul on see
37-40°. Korgematel temperatuuridel langeb reaktsioonikiirus
ensuumvalgu denatureerumise tottu, madalamatel temperatuuridel
aga pohiliselt E ja S iInteraktsioonide vahenemise tottu. Taimede
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ja mikroobide E-de temperatuurioptimum on enamasti 25-30° (on ka
erandeid, nait. linnaste amiulaasil on see 50-60°). E-de tempera-
tuurisdltuvus oleneb [S]-st, keskkonna pH-st jt. tingimustest.
Temperatuuri toimet ensuumreaktsioonidele tuleb arvestada mitme-
tel pohjustel. Naiteks, 1) palavik tdstab ensulimreaktsioonide
kifrust 20-35%, s.t. tdouseb ka endogeensete substraatide Kkiire
kulutamine ja jarelikult tuleb silmas pidada vajadust liigselt
kulutatud substraatide eksogeenseks kompenseerimiseks; 2) kunst-
lik jahutamine alandab organismis toimuvate ensuumreaktsioonide
kiitrust, mis vahendab aine- ja energiakulu ja pikendab rakkude
eluvoimet ekstreemsetes tingimustes (operatsioonide sooritamine
madalate temperatuuride juures); 3) toiduainete sailitamine
madalatel temperatuuridel parsib nii nendes olevate ensuimide kui
ka riknemist pOhjustavate mikroorganismide aktiivsust.
Keskkonna pH ja reaktsioonikiirus. Ensulimreaktsiooni kiirus on
maksimaalne teatud Kkitsas pH vaartuste piirkonnas. Seda nim.
ensuumreaktsiooni pH optimumiks. Loomorganismides on enamike
ensuumide pH-optimum vahemikus 6-8. SO6ltuvalt koelisest (rakuli-
sest) lokalisatsioonist on ka erinevusi. Nait. pepsiini pH-opti-
mum on 1,5-2,5, happelisel fosfataasil 4,5-5,0, arginaasil 9,5-
9,9. pH pdhitoime enstumreaktsioonile seisneb E aktiivtsentri ja
S funktsionaalsete rihmade i1onisatsiooni muutmises.
loontugevus ja reaktsioonikiirus. Keskkonna ioontugevus (ioonide
koosseis ja laeng) méjutab ensuumreaktsiooni Kiirust pohiliselt
jargmiselt: 1) ta muudab enstumvalgu hudratatsiooni; 2) ioonid
vdivad soodustada ensuumvalgu kataluttiliselt aktiivse konfor-
matsiooni kujunemist.
Koensuumid ja reaktsioonikiirus. NB! Vajaliku hulga liitensuumi
tekkeks on tarvis vastava koensuumi teatud kontsentratsioont,
seega ka vastava vitamiini teatud kontsentratsiooni iInimorganis-
mis (NB! vitaminoteraapia, vt. ka vitamiinid ja koensuumid).
Lihtsustatult i1llustreeriks liittensuumi teket jargmine skeem:

[Co] + [ensuumvalk] — > [E]
Inhibiitorid, aktivaatorid ja reaktsioonikiirus. Inhibiitorite ja
aktivaatorite olemasolu mojutab samuti oluliselt ensuumreakt-
siooni kilrust. Hinnates eeskatt nende faktorite bioregulatoorset
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aspekti, vaatleme iInhibiitoreid ja aktivaatoreid enstuumide ak-
titvsuse regulatsiooni teema juures.

ENSUUMREAKTSIOONIDE P66RDUVUS

Organismis esineb rohkesti ensuumreaktsioone, kus Uks jJa seesama
ensuum kataluisib ni1 otse- kuil ka podrdreaktsiooni. Nairt.lipaa-
sid ldhustavad neutraalrasvu glitserooliks ja rasvhapeteks. Vii-
maste kontsentratsiooni kasvamisel hakkab suurenema aga
poordreaktsiooni  (rasvhapetest ja glutseroolist neutraalrasvade
suntees) kiirus lipaasi toimel. Ideaalsel juhul otse ja poord-
reaktsiooni kiirus vordsustuvad.

Taoline poorduvus on loomulikult lihtsustus ja pole kindel
reegel. Kul organismi vajadustest soOltuvalt kasutatakse vabanev
glutserool jJa rasvhapped energia saamiseks ara, siis el pruugi
poordreaktsioon antud hetkedel toimuda. VOi1 nait. seedetraktis
on selle reaktsiooni tasakaal nihutatud hudroliisi suunas, neut-
raalrasvade resiunteesil soole limaskestas aga slnteesi suunas.

Kui produktide vaba energia vaartus uletab aga substraadi
vaba energia vaartuse,katalulusib otsereaktsiooni Uks ja p6ord-
reaktsiooni teine ensuum. Neid reaktsioone on kull oluliselt
vahem, kuid NB! nad on reeglina metaboolsete protsesside
votmereaktsioonid.

KVANTITATIIVNE MAARAMINE

Biomaterjalie ofesps ensuumi kvantitatiivne maaramine on komplit-
seeritud, kuna 1) E kui valgu maaramist segavad teised valgud ja
2 E hulk biomaterjalis on vaga vaike. Seetdottu médarataksegi E
hulka kaudse.lt, s.t. tema aktiivsuse maaramise kaudu. TeisisOnu,
E hulka maaratakse S hulga véhenemise voi P hulga suurenemise
k*udu ajauhikus. Rakustruktuurides lokaliseeruvaid ensiulme on
enamasti vajalik maadramiseks 1isoleerida ensitlumpreparaatidena.
Kasutatakse tuupilisi valkude puhastamise votteid (vt. vastav
teema). Votmemomendiks on enstumvalgu denatureerumise valtimine.
Vereseerumis ja teistes biovedelikes on ensuumid lahustunult,
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mistdottu neid saab koheselt kasutada ensuumide kvantitatiivseks
maaramiseks. Ensuumvalku pole kaudselt vaja maarata, kui meil on
isoleeritud homogeenne, kristalne ensuim. Bioaktiivsuse mdttes
voib maaramine ka sel puhul kaudseks j&ada, kuna ensutmvalgu
hulk eir pruugi tegelikult olla ensuumaktiivsuse 100% kriteerium
(nart. osa molekule vOib olla denatureerunud jne.).
Enstimaktiivsuse valjendamise Uhikud. Ensuumaktiivsuse rahvus-
vaheliseks Uhikuks on ensuumi hulk, mis muundab 1 ffmooli sub-
straati minutis (E vo6i U = unit). Kasutatakse ka eriaktilvsuse
moistet, mis on substraat TfImoolides/min uldvalgu mg-de kohta.
TeisisObnu, on see U arv mg uldvalgu kohta e. U/mg valk. Eriak-
tiivsuse mdistet tarvitatakse sageli osaliselt puhaste ensuumide
korral, sest ta naitab sisuliselt antud ensuumvalgu hulka
uldvalgu kohta.

On soovitatud kasutada ka teist rahvusvahelist aktiivsuse
Uhikut e. katal (kat). See oleks E hulk, mis muundab 1 mooli S
sekundis (seega lkat =6 x 10U e. 1U = 16,67 nkat) . Ensumoloogia
kasutab ka terminit "molekulaarne aktiivsus™. See on S molekulide
arv, mida Uks ensuumi molekul muundab minutis.

Enstimaktiivsuse maaramise tingimused. Vastava ensuumi jaoks
luuakse optimaalsed tingimused: kullastav [S], optimaalne kesk-
konna pH ja temperatuur, kofaktori killastav kontsentratsioon.
Tingimused peavad tagama lineaarse soltuvuse reaktsioonikilruse
Ja keskkonda lisatud E hulga vahel (vt. Kkineetika).

S ja/voi P hulga maaramine. Analuutilised tuupmeetodid on kolori-
meetrilised ja spektrofotomeetrilised, harvem radiomeetrilised. S
voi P hulga registreerimine toimub kas peale ensuumreaktsiooni
katkestamist voi pidevalt ensuumreaktsiooni kestel. Viimane on
tuupiline just Kineetilistele eksperimentidele.

AKTIIVSUSE REGULATSIOON

Ensuumid on reguleeritava aktiivsusega katallsaatorid. Seetct4d™
on nende regulatsiooniprobleemid vaga olulised nii biokeemilises
kui ka puhtpraktilises mOttes. Regulatsiooni kasitletakse de-
tailsemalt spetsiilistes loengutes. Siinkohal esitame vaid



pohiliste regulatsioonivariantide loetelu koos vastavate pohi-
moistetega .

1. Ensitumide aktivatsioon ja inhibitsioon. Aktivaatorid on
ensuumreaktsiooni kiirust oluliselt tdstvad faktorid. Inhibiito-
riteks nim. faktoreid, mis pidurdavad osaliselt voi taielikult
ensuumreaktsiooni. NB! Paljude ravimite toime realiseerub vas-
tava (te) ensuumreaktsiooni(de) inhibeerimise kaudu.

2. Ensuumvalgu modifitseerimine. Mitmete metabolismi vOtmeen-
suumide aktiveerimine - desaktiveerimine (s.t. regulatsioon)
toimub organismis fosforuulumise - defosforuidlumise slUsteemina.
Seda nim. ensuumi biokeemiliseks modifitseerimiseks.

3. Autokataludtiline aktivatsioon. See on protsess, milles enslu-
mide i1naktiivne eelihend (proensuum) muudetakse aktiivseks alles
antud ensuumi toime kohas. Selles osaleb ka juba olemasolev antud
ensuumi aktiivne molekulaarne vorm. Aktivatsiooni kaigus eraldub
proensuumist tavaliselt oligopeptiidne fragment.

4. Allosteeriline regulatsioon. Metabolismi nn. vOtmeensuumid
omavad peale aktiivtsentri ka regulatoorset ehk allosteerilist
tsentrit. Viimase kaudu toimub nende E-de funktsioneerimise vaga
tapne reguleerimine mitmete efektorite abil. (Nait. hemoglobii-
nile 02 sidumise Kkiirust reguleeritakse Hb subihikute regulatoor-
sete tsentrite kaudu; Na-pumba allosteeriline regulatsioon toimub
Na+ ja K+ abil). NB! Paljud ravimid ongi teatud E-de allosteeri-
lised regulaatorid.

5. Regulatsioon ensuumi slinteesi tasemel. Vastava ensuumi
sunteesi stimuleerimine/indutseerimine vol parssimine on samuti
regulatsioonimehhanism. Faktoreid, mis indutseerivad E slnteesi
nim. induktoriteks e. derepressoriteks, parssivaid faktoreid nim.
aga repressoriteks. Vaata valgu birosiunteesi regulatsioon.

6 . Kompartmentalisatsioon kui regulatsioon. See on vastavate E-de
lokalisatsioon raku teatavates kindlates osades/struktuurides ehk
nn. kompartmentides. Nait. rasvhapete oksudatsiooni E-d lokali-
seeruvad mitokondrites, aga rasvhapete sinteesi E-d tsuUtoplasmas.
Kompartmentalisatsioon tagab enstumreaktsioonide eraldatuse ja
kindla jarjestuse.
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MOLEKULAARSED ERIVORMID

Antud termin t&hendab ensuumide perekondi, mille Uksikensuumid
erinevad molekulaarselt struktuurilt ja fTUl.3KO-keemiLiStell.
omadustelt, kuid katalilsivad sama reaktsiooni. Tekkemehhanismi
alusel eristatakse: 1) isoensuume (isosuime) ja 2) ulejdanud
molekulaarseid erivorme.

Isoensiiumid on erineva geneetilise tekkemehhanismiga moleku-
laarsed vormid. VOib eristada isoensuumide jargmisi konkreetseid
variante: a) kombineerunud on varieeruva geneetilise paritoluga
subthikud (nait. laktaadi dehiddrogenaas, vt. allpool); b) genee-
tiliselt erinevad ensuumvalgu isovormid (nait. rakuplasma ja
mitokondriaalne malaadi dehidrogenaas) ; c©) geneetilised (allo-
morfsed) Uhe ensuumvalgu variandid, milles AH-jaakide teatud
umberpaigutumine (erinev primaarstruktuur) pole muutnud E-mi
spetsiifilist funktsiooni (glikoosi kinaas, heksoosi kinaas).

Ulejaanud molekulaarsete erivormide aluseks on mittegeneeti-
lised tekkemehhanismid. Eristatakse jargmisi variante :a) uUks ja
sama ensuumvalk on konjugeerunud erinevate aatomiruhmade voi
gruppidega(fosforilaas a ja b); b) Uhe ja sama subihiku (mono-
meeri) erinevad homopolimeerid (glutamaadi dehiigrogenaasi erivor-
mid) .

Isoensuumide tahtsus. Antud ensudumi i1soensuudmne koostis
(spekter) erinevates kudedes ja rakkudes voib olla erinev. See
lubab erinevatel kudedel ja rakkudel adekvaatselt taita oma
spetsiifilisi funktsioone. Kuna isoensuumid erinevad suguluselt
substraatidele ja kataluusi efektiivsuselt, siis tagavad
Isoensuumide variatsioonid otse- jJa podrdreaktsioonide erineva
kitruse. See lubab biokeemilisi protsesse suunata, kuna muundu-
miste suuna maarab raku antud kompartmendis uUlekaalus olev
1soensuum.

Isoensuimide maaramine on kliiniliselt olulise tahtsusega.
Nait. laktaadi dehiddrogenaas (LDH) sisaldab 4 subuhikut (Jagune-
vad H ja M tuupi: H = heart e. sida ja M = muscle e. lithas), mis
kombineeruvad 5 i1sovormiks:
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LDHX - 4 H tuupi subuhikut (Ulekaalus sitdamekoes)
LDH2 - 3 H ja 1 M tuupi subuhikut
LDH3 - 2 H ja 2 M tuupi subihikut
LDH4 - 1 H ja 3 M tuupi subiuhikut

LDH5 - 4 M tuupt subuhikut (Ulekaalus skeletilihases)
Kui nait. vereseerumi elektroforegrammil tuvastatakse LDH”viIitab
see sudamelihase patoloogiale (vt. raamatu kolmas osa).

MULTIENSUUMSUSTEEMID

Need on ensuimide erinevad organisatsioonilised susteemid. Eris-
tatakse jargmisi organisatsiooni tasemeid: 1) funktsionaalselt
seotud ensudumid - sel juhul el ole Uksikensuumid struktuurses
kontaktis. Substraadimolekulid difundeeruvad vastava E juurde,
kusjuures esimese E-i1 produkt on teise E-i substraadiks (nait.
glikoluus).

Ei E2 es
A—-———>B ——* C —— *jne-

2) Struktuurselt-funktsionaalselt seotud ensuimid - uUksikensuumid
on otseses kontaktis ja moodustavad kompleksi, mis viib labi
terve reaktsioonide ahela vOi tsukli (nait. rasvhapete silnte-
taas).

3) Segatliupi seotud ensuumid -nendes multiensuimsisteemides on
mOlema eelmise susteemi elemente (nairt. hingamisahela E-d mito-
kondrite sisemembraanis) .

Multiensuumsisteemide bioloogiline tdhtsus on: a) energia-
okonoomia (substraatide difundeerumise tee vastava uUksikensuumi
juurde on minimaalne); b) luuakse ajalised ja ruumilised tingi-
mused erinevate protsesside jJarjestikuliseks toimumiseks; ©)
efektiivse regulatsiooni voimalikkus (\B! votmeensuumid).

PRAKTILINE KASUTAMINE

Ensutimid kui spetsiifilise ja selektiivse iseloomuga valgud on
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praktilises elus laialdaselt kasutusel. Tooksime mdned naited.
Teatud ensuumpreparaate tarvitatakse haljasmassi sileerimislisan-
dina (parandab s6dda toitevaartust). Amulaasi preparaatidega
hidrollutsitakse tarklist leiva tootmisprotsessis. Ensuumi pekti-
naasiga lIdhutakse toiduainete toostuses taimerakkude kesti, et
suurendada mahlasaagist ja isoleerida parfumeeriatoodeteks vaja-
likke eeterlikke Olisid. Proteoluutilisi E-me sisaldavad pesemis-
vahendid on vaga head '‘valguplekkide™ eemaldajad riietelt. Vaga
mitmetel eesmarkidel kasutatakse nn.immobiliseeritud E-me (lahus-
tumatud, Tfikseeritud ensuumid). Viimased on kompleksid, milles on
E kovalentselt seostatud mingile kandjale (klaas, silikageel,
tselluloos, PAAG, nailon, agaroos jt.). Immobiliseeritud E
sailitab oma korge aktiivsuse ja spetsiifilisuse ning teda on
voimalik korduvalt puhastada reaktsiooniproduktidest ja uuesti
kasutada. Need ensuumid on aluseks uuele teadusharule- toostuslik
ensumoloogia jJa eriti selle kitsale osale nn. i1nsenerensumo-
loogia. Viimane rakendab immobiliseeritud E-me vaga mitmetel
eesmarkidel. Naiteks, (- galaktosidaas, mis on immobiliseeritud
magnetsegaja magnetpulgale hudroliusib piima segamise kéaigus
piimasuhkru, s.t. vdhendab laktoosi seedimatusest tulenevaid/tek-
kivaid probleeme. Kasutades mitmete immobiliseeritud E-de kombi-
natsioone on konstrueeritud enstumreaktoreid farmatseutiliste
preparaatide jt. produktide siUnteesiks. Nii naiteks toodetakse
magusamaitselisi suhkru asendajaid, millel puudub aga veresuhkrut
tostev toime ja liigne kalorsus. Tuntuim on siin aspartaam (Asp-
Phe), mis on » 300 korda suhkrust magusam ja mida lisatakse nait.
dieet-kokakoolale. See molekul laguneb organismis Asp ja Phe-ks,
andmata margatavalt juurde kaloreid. Nuudiskirurgias kasutatakse
madaste haavade puhastamiseks tampoone jJa mahiseid, millele on
immobiliseeritud proteolutdtilisi ensuume. Effektiivne vOte on
immobiliseeritud E-de sisestamine organismi vastavatesse koerak-
kudesse liposoomide abil. Loomulikult kasutatakse E-me ka
enstuumdiagnostikas (vt. raamatu kolmas osa).
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SEGAMAKROMOLEKULID

MOISTE

Mis siis on segamakromolekul? Selgitagem seda lahemalt. Nuudis-
ajaks on selgunud, et makromolekulid (nait. heteropolioosid jt.)
taidavad oma biofunktsiooni(-ne) sisuliselt vaid teiste molekuli-
dega komplekseerudes. Seetdttu voetaksegi aluseks funktsionaalsus
ning kasitletakse neid komplekse segamakromolekulidena. Jareli-
kult, segamakromolekulina vol siis tema koosseisu kuuluvana
esinevad lipopolioosid, Iiitvalgud, heteropolioosid jt. Kompo-
nentide vahelised sidemed taolistes kompleksides on valdavalt
mittekovalentsed.

POHILISED ESINDAJAD

1. NUKLEOPROTEIINID. Need kompleksid koosnevad NH-st ja valku-
dest. Ribonukleoproteiinid (RNP) on nairt. ribosoomid. Desok-
suribonukleoproteiinid (ONP) on kromatiini pdhiaines, kus nad on
pohiliselt seostunud valkude histoonidega (vt. skeem).

Q
Polinukleotiidahel .. -0-P-0-_.
0.
HN+ *
PolUpeptiidahel -- -Arg(Lys)--.

DNP ja RNP on vajalikud valkude birosinteesiks. DNP on geneeti-
lise info sailitamise ja edasiandmise primaarne matriits, RNP on
aga matriitsiks i1nfo ulekande protsessis.

2. KROMOPROTEIINID. Koosnevad valgulisest komponendist ja var-
vilisest pigmendist (kr.k. chroma = varv) . Kromoproteiinide hulka
kuuluvad: heemproteiinid (pigmendiks on heem), klorofull-
proteiinid (pigmendiks klorofull), flavoproteiinid (pigmendiks
flaviin, vt. Tflaviinsed dehidrogenaasid), retinaalproteiinid
(pigmendiks vitamiin A, vt. vitamiinid), kobalamiidproteiinid
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(pigmentiks vitamiin B12/ vt. vitamiinid). Heem- , klorofull-
jJa kobamiidproterinid on seejuures porfuriini sisaldavad kromo-
proteiinid. L&htudes i1nimorganismist, kasitleb jargnev materjal
pohiliselt heemproteiine.
Heemproteiinid jaotuvad funktsionaalselt enslimseteks (tsutokroo-
mid, katalaas,_peroksudaas) ja mitteensuumseteks (hemoglobiin,
mioalobiin ). Enstumsed heemproteiinid kuuluvad konjugeerunud
ensuimide, kuil segamakromolekulide hulka, vt. allpool. Siikohal
kasitleme aga klassikalisi mitteensuumseid heemproteiine.
Heemproteiinide pigmendiks on heem. Heem on kahevalentse
XAHL ja protoporfuriini kompleks. Levinuim on heem IX, milles
Fe2+ on seotud protoporfiuriin IX-ga (see on uUks protoporfuriini
isomeeridest). Heem annabki hemoglobiinile (Ho) punaka varvuse.

V: M

Fe+
CH=CH2 na. 'n
(lihtsustatult)
CH2 ch2
chZooh ch2cooh
Protoporfiriin (IX) Heem (1X)

Tulenevalt asendajate tuubist ja nende paitknemise varieerumisest
protoporfuriinis (alkuilsed, vinutlsed, formuilsed jne.) esineb
ka teisi heeme (heem a, c, d). Tsentraalne on siiski heem IX,
mis esineb Hb-s.

Jooniselt ndeme, et FeZ on seotud protoporfiriiniga kahe
kovalentse jJa kahe koordinatiivse sidemega. Kaks koordinatiivset
sidet jaiab vabaks. NB! Uhega neist seostub valk globiin, teisega
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hapnik (vt. allpool). Kui raud oksudeerub heemis 3-valentseks,
moodustub hemiin e. ferriprotoporfiriin.

Hemoglobiini valguline osa globiin koosneb 4 subihikust (2a
ja 2R). a-subihikud sisaldavad 141 AH-jaaki, R-sublhikud aga 146.
Igal subihikul on "“tasku' heemi jaoks. Jarelikult: Hb = globiin +
4 heemi. Heemi hoitakse subihikute taskus hidrofoobsete sidemete,
ioonsete sidemete ja koordinatiivse sideme abil. Koordinatiivne
side on globiinis oleva His imidasoolgrupi ja heemi Fe2+ vahel,
1oonsed sidemed on Arg, Lys ja heemi propioonhappejadkide vahel
(vt. joonis).
Hemoglobiini pohifunktsioon on 02 sidumine ja transport kopsudest
kudedesse. Hb sisaldus 100 ml vere kohta on 13-16 g, s.t. Uhes
erUtrotsuudis on ligikaudu 300 miljonit Hb molekuli, (Ilg Hb seob
umbes 1,34 ml 02). Hapniku sidumine toimub jargmiselt (vt. joo-
nis) . Esimene 02 seostub ax- subuhiku heemiga (Fe2+ vaba koordi-
natiivse sideme abil). Muutub a: konformatsioon, seega ka ax ja
a2 vaheliste 1oonsete sidemete arv, mis oluliselt kergendab teise
02 Udhinemist a2~ subihiku heemiga. Kuna nudd méjutub ka [- sub-

Val (lie, Leu)

H*CeCH -CM%
St- - CUBUX
MEEM

/. ‘e
"00C-UL-W - hx > N
globiin

His /

Arg (tys)+

Hemoglobiin (globiini ja heemi seostumine)

uhikute konformatsioon, on kolmanda 02 seostumine Rx~ subUhiku
heemiga veelgi Kkiirem. Kaasneb Rx ja R2 vaheliste ioonsete side-



mete arvu muutus, mistdottu neljas 02 seostub R2~le Ulikiiresti
(500-600 korda kiiremini, kuil seostus esimene 02). Sellist
subihikute (heemide) vastastikust méju nim. kooperatiivsuseks.
Kooperatiivsus teeb vdimalikuks Hb killastamise 02~ga juba hapni-
ku partsiaalrohu(po2) vahesel muutumisel alveolaardhus.

Hapniku seostumine heemidega

SubUhikute vastastikust toimet (seega ka hapniku seostumist)
reguleerivad ka 2,3-difosfoglitseraat, [H+], [CO02]. NB! Hemoglo-
biini molekul (@esoksuhemoglobiin) seob seega 4 molekuli hapnik-
ku. HbO2 (©ksuhemoglobiin) teke pole oksudatsioon, kuna raua
oksudatsiooniaste el muutu. Hapniku sidumine on poorduv.

Hapniku molekulide vabanemine koekapillaaris HbO2-st on
samuti kooperatiivne, s.t. peale esimese 02 vabanemist vabanevad
jargmised hapniku molekulid jarjest kiiremini. Seega: 02 part-
siaalrdhu ailnult 4-kordne langus koekapillaaris vabastab
oksuhemoglobiinilt kuni 80% hapnikku. Kui protsess poleks koo-
peratiivne, siis peaks partsiaalrohku langetama umbes 85 korda.
See pole organismis aga voimalik.

Hemoglobiini derivaadid. Heem vOib siduda mitmesuguseid ligande
Jargneval skeemil néemegi Hb derivaatide teket.
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%
globiin globiin globiin globiin

HbCO Hb HbO2 HbOH = M-Hb
(hemiglobiin = Hi)

HbCO e. karboksuhemoglobiin tekib vingugaasi seostumisel Hb-ga.
Kuna CO seostumine on umbes 300 korda afiinsem, kui 02 seostu-
mine, blokeerib juba madal [CO] hapniku seostumise. Peale selle
on HbCO umbes 3500 korda stabiilsem Uhend kui HbO2.
HbOH e. M-Hb on methemoglobiin (ka hemiglobiin e. Hi). Kuna raud
on oksudeerunud 3-valentseks (tekib hemiin), siis M-Hb pole
voimeline 02 siduma/ Kui M-Hb tekib suures koguses, siis sureb
organism hapnikunalga. Tavaliselt valdib M-Hb teket enstmaatiline
M-Hb redutseerimisfaktor, mille hulga vdhenemisega kaasneb methe-
moglobinopaatia. Kuna M-Hb seob kergesti CN~ (asendab -OH), siis
tekib mittetoksiline tsuaanmethemoglobiin e. tsuaanhemiglobiin
(HiCN). See Ilubab sinihappe mirgistuse raviks kasutada M-Hb
tekitajaid (nart. naatriumnitritit).
HbC02) e. karbohemoglobiin. Osa vaijhingatavast C02~-st (10-17%)
transpordib kudedest kopsudesse HB. CO02 el seostu heemiga, vaid
globiiniga AH-jaakide vabade -NH2 kaudu ning tekib HbCO2.

Hb(NH2) + CO2 — » HbNHCOO"™ + H+

Nimetatud derivaate saab maarata neeldumismaksimumide alusel.
Hb fusioloogilised 1a anomaalsed vormid. Fusioloogilised vormid
on jargmised:
HoP - primitiivne Hb, mis i1lmneb embrio arengu algfaasis ning
kaob kolmandal kuul. Koosneb algselt 4 y- ahelast, hiljem 2a - ja
2 y- ahelast. NB! HbP vormide esinemine vastsundinul viitab

sess arengu hairetele.
HbF - feetuse (loote Hb), mis koosneb 2a - ja 2y -ahelast. Vast-
stndinu hemoglobiinist on 70% HbF, UGlejadnu on HbA ja HbA2.



“1 - taiskasvanud organismi (lad.k. adultus = taiskasvanu) tava-
line HB, milleks muutub enamik HbF sunnijargse 3-4 kuu jooksul.
Taiskasvanu puhul on 95-96% HbA (nhim. ka HbAX), 2-3% HbA2 ja 0,1-
2% HbF. HbA2 koosneb 2a- ja 26 -ahelast. HbA2 ja HbF sugulus 02~
le on suurem kui HbA. Vananedes i1lmub eridtrotsiidtidesse ka pisut
HbA3, mille R~ subUhikute ehitus on ménevOrra muutunud.
Anomaalseid Hb on leitud ligikaudu 150 ning neis on tavali-
selt muutunud AH-jadkide jarjestus subihikutes ning koos sellega
ka sugulus 02 suhtes. Tuupiline n&ide on HbS (eritrotsuudid on
kdverdunud sirbikujulisteks, sirprakuline aneemia), kus R- sub-
uhikute kuuendas asendis Glu asemel Vai. On ka anomaalseid Hb-ne,
nait. HbH, millel on 4R -subihikut.
Hemoglobiinist vabanenud heem vOib oksideeruda hematiiniks
__hidroksthemiiniks (Fe3+ kannab -OH) voi anda kolmevalentse
raua vahendusel sooli (nait. hemiinkloriid). Hemiinkloriadi Kkris-
tallid on aluseks vere tuvastamisel (nait. vereplekkide tuvasta-

misel kohtumeditsiinilises ekspertiisis).

Cl
N. t /N
"*e3+
*»N hemiinkloriid

Heemproteiin on ka lihaskoe punane pigment mioglobiin (Mb), mis
on 02 lihiajaline deponeerija lihastes. Mb omab dhte
polipeptitdahelat ja heemi, s.t. ta meenutab Hb Uhte sublihikut.
Mb molekul seob Uhe hapniku molekuli, kusjuures sidumise iseloom
on huperboolne (vt. ligandide seostumine valkudega). See on
fusioloogiliselt oluline, sest Mb asub lihases kus on suhteliselt
madal hapniku osardhk. Teisalt, tema kullastumine 02 el tohigi
sigmoidaalselt soOltuda hapniku osardhust nagu Hb-nil (ta on ju 02
depoo) . Oksumuoglobiin (Mb0O2) on sinakasmust (hulgeliha ongi
seetd0ttu sinakasmust). Kuil 75kg kaaluva inimese 02 tagavara on
umbes 2500ml, siis ligikaudu 350ml (14%) on seotud Mb-ga.

Klorofullproteiinides (klorofullid,bakterioklorofullid) on pig-
mendiks uUldjoontes heemi meenutav struktuur, kuid raua asemel on

selles Mg2+.
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3. SUSIVESIK-VALK KOMPLEKSID. Need on kompleksid, kus valgulise
molekuliga on seostunud sisivesikuline komponent.Tinglikult
eristatakse seejuures glukoproteiline ja proteoglikaane.
Glukoproteiinides on SV-ne osa enamasti 5-20%, kuigi on ka gliko-
proteiine susivesikulise sisaldusega alla 1% voi kuni 80% .Vii-
mase naiteks on veregruppe determineerivad glukoproteiinid. NB!
erinevalt proteoglikaanidest pole glukoproteiinide molekulis SV-
Jjaakide paigutus reegliparaselt korduv.

SV-komponent on glukoproteiinides monoos, monoosi derivaat
voi oligosahhariid. Levinumad on hargnenud oligosahhariidi-
Jaagid, mis sisaldavad enamasti Man, GIcNac, GalNac, siaalhapet.
Reeglina on taolises oligosahhariidijadgis alla 15 monoosijaagi.

(tihti siaa.”
happejaak)

polupeptiidahel poliipeptiidahel
Glukoproteiinide struktuure

SV-se ja valgulise komponendi kovalentne side glukoproteiinides
on pohiliselt: 1) Q-glukosiidside - nait. Ser voi Thr -OH kaudu
(veregruppide glukoproteirinid, sulje mutsiinid) voir Hyl ja Hyp
-OH kaudu (kollageensete valkude puhul); 2) N-alukosiidside -
natt. Asn amiidgrupi kaudu (glukoproteiinsed E-d ja hormoonid,
immunoglobuliinid) vO1 Arg ja Lys aminoruhma kaudu; 3) esterside
- nairt. Glu ja Asp vaba -COOH kaudu.

O-glukosiidside N-glikosiidside
OCH2- NH-
Ser) (Asn)

Glukoproterinides esinevate sidemete naiteid
Glukoproterinsed on peaaegu koik loomrakkude plasmamembraani
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valispinna valgud, suur osa rakkude poolt sekreteeritavaid valke
ja paljud vereplasma valgud. Seega, suur osa valjaspool rakku
lokaliseeruvaid ja funktsioneerivaid valke esineb glukoproterin-
sete segamakromolekulidena. SV-komponent annab valgule taienda-
vaid funktsioone ja kaitseb teda proteolilutiliste E-de vastu.

Glukoproteiinide kesksed biofunktsioonid on: 1) kaitsefunkt-
sioon - sulje mutsiinid (suuddne kaitse); seedetrakti mutsiinid
(seedetrakti kaitse); immunoglobuliinid; verehuubimisfaktorid
(protrombiin, TfTibrinogeen), antifriissed valgud (rakuvalised
valgud Arktika kalade veres, mis takistavad jaakristallide
teket); interferoonid (gripiviiruse teatud tive neutraliseeri-
jad) , termostabiilsed valgud (ei denatureeru kergesti kuumaveeal-
likate mikroorganismide plasmamembraanis); 2) transpordifunkt-
sioon - transferriin (raua transport), tseruloplasmiin (vase
transport), transkortiin (kortisooli transport), haptoglobiin (b
sidumine ja transport); 3) regulatoorne funktsioon - mitmed
hormoonid on glukoproteiinid (kortikotropiin, gonadotropiinid) ;
paljud retseptorid on samuti glikoproteiinsed; 4) kataludtiline
funktsioon - mitmed E-d on glukoproteiinid (koliini esteraas
Jt.); 5) struktuurne funktsioon - loomarakkude plasmamembraani
pinnal on Ohuke elastne rakuimbris. mis moodustub plasmamembraani
glukoproteiinide oligosahhariidsetest jadkidest (vahesel maaral
on selles ka glukolipiide). Tuntumad taolised segamakromolekulid
on glukoforiin (eridtrotsuutide membraanis) ja fibronektiin.
Fibronektiin (lad.k. Tfibra = niit, nector = Uhendama) ja teised
membraanide pinna glikoproteiinid on rakkudevaheliste spetsiifi-
liste kontaktide aluseks. Nimelt, enamasti on oligosahhariidkom-
ponendi terminaalseks otsaks siaalhape (vt. eespool), mis taidab
teatud signaalit osa antud gliukoproterini 0iges paigutamises
plasmamembraanis. NB! See kOik on aga ka vaga oluline adekvaatse-
teks rakkudevahelisteks kontaktideks.

Soolelimaskesta mikrohattude epiteelirakkude valendikupoolne
rakuimbris on suhteliselt paks vorkjas oligosahhariidijaakidest
moodustis ja seda nim. glukokaaliksiks (stunonuum on "‘kohev Umbris'
= fuzzy coat, vt. seedimine ja imendumine).

Proteogliukaanid on segamakromolekulid, milles glukoosaminogli-
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kaanid on kovalentselt seotud valkudega. NB! Glukoosaminoglikaa-
nid on ndudisaia termin! Varasemad nimetused olid heteropolioosid
e. mukopolioosid. Proteoglikaanide kohta kasutatakse ka nimetust
glikoosaminoproteoglikaanid. Kuigi susivesik-valk komplekside
liigendamine glikoproterinideks ja proteoglikaanideks on tinglik,
eristab proteoglikaane glukoproterinidest siiski: 1) SV-kom-
komponent on heteropolioos ja ta moodustab olulise osa moleku-
list (reeglina ule 95%) ja 2) SV-komponent on molekulis reegli-
parase (korduva) paigutusega. Toonitagem siinkohal veelkord, et
kuna heteropolioosid esinevad ja funktsioneerivad vaid seostunult
valkudega, s.t. proteoglikaansete kompleksidena rakkudevahelises
keskkonnas, siis pole 0ige neid kasitleda SV-te hulgas, vaid
segamakromolekulidena.

Proteoglikaanid lokaliseeruvad geelitaolises rakkudevahe-
lises maatriksis ning sutnoviaalvedelikus, kus nad taidavad
"méérdeaine” funktsiooni.

Proteoglikaanide glukoosaminoglikaansed komponendid on:
kondroitiin-4-sulfaat ja -6-sulfaat, dermataansulfaat, kerataan-
sulfaat, hepariin ja heparaansulfaat, hialuroonhape. Neid kdiki
(NB ! polumeerid) saab vaadelda korduvatest disahhariidsetest
ehitusiksustest (monomeeridest) kokkupanduna. Need disahhariidsed
monomeerid on seejuures kokkupandud enamasti monooside derivaa-
tidest (glukuroonhape, glukoosamiin, galaktoosamiin, GIcNAc,
GalNAc, siaalhape), harvemini sisaldavad nad Man, Xyl, fukoosi.
Vaatleksimegi alljargnevalt proteoglikaanide glikoosaminogli-
kaanseid komponente:

Kondroitiinsulfaadid. Nende disahhariidne ehitusiksus koosneb

CH_0SO
(kondroitiin-£-sulfaat)
HNCOCH™
D- glukuroonhappe- GalNAc-4-sulfaadi
Jaak Jaak
Kondroitiin-4-sulfaat (endine nimetus kondroitiinsulfaat A)
glukuroonhappest ja GalNAc-4-sulfaadist (vdi -6-sulfaadist), mis
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on seotud R-1,3 sidemega. Disahhariidsed Uksused seostuvad aga -
1/4 sidemega. Nende Mr on 10 000- 60 000. Nad on luude, silma
sarvkesta fkondroit*in-4-sulfaat) ja naha, kddluste, haalepaelte,
sudameklappide ikondroitiin-6-sulfaat; vana nimi kondroitiinsul-
faat C) proteoglikaanide heteropolioosseks osaks. Neid mdlemaid
leidub ka kbhredes. NB! Valku on vastavates proteoglikaanides
15-22% ja tema, kui teatud 'tuve" kulge kinnituvad SV-sed osad.
Dermataansulfaat (vana nimetus kondroitiinsulfaat B). Ta on kon-
droitiin-4-sulfaadi analoog, kusjuures glikuroonhappejaagi asemel
on i1duroonhappejaak. Sisaldub pdhiliselt aordi seintes, aga ka
nahas, selgroo diskides, kbdhredes, kodolustes. Erinevalt teistest
kondroitiinsulfaatidest on ta vastupidav htaluronidaaside toimele
Ja omab antikoaguleerivat efekti.

Kerataansulfaat. Tema disahhariidne ehitusiksus koosneb R-Gal ja
R-GIcNAc-6-sulfaadist, mis seostuvad R-1,4 sidemega. Disahha-
riitdsed ehitusuksused seostuvad omakorda sideme R-1,3 abil. Tema
nimi tuleneb esmaleiust silma sarvkestas. Nuudisajal eristatakse
kerataansulfaat 1 (seostub polUpeptiidahela Asp jaagiga), mis on
koos kondroitiiniga silma sarvkesta pohilisteks aineteks ja mis
maadravad ka sarvkesta optilise labilaskvuse ning kerataansulfaat
Il (seostub polupeptiidahela Ser voi Thr jaagiga) ning teda
leidub kdhres ja luudes.

Hepariin, heparaansulfaat. Korduv disahhariidne ehitusiksus hepa-
riinis koosneb glikuronaat-2-sulfaadist ja N-sulfaatglikoosamiin-

glikuronaat-2-sulfaadi jaak N-sulfaatglikoosamiin-6-sulfaadi jaak

Hepariin (Mr~ 16 000 - 20 000)
6-sulfaadist. Heparaansulfaadi disaahariidne ehitusiuksus koosneb
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glikuronaat-2-sulfaadist ja GIcNAc-6-sulfaadist (V01 on viimase
asemel lihtsalt GIcNAc). Hepariin ja heparaansulfaat eir kuulu
erinevalt teistest glukoosaminoglikaanidest rakuvalise maatriksi
ehituskomponentide hulka. Neid toodavad sidekoe nuumrakud ja nad
difundeeruvad vereringesse. Hepariini kompleks vereplasma
glikoproteiinideaa on tugev antikoagulant (parenteraalselt manus-
tatuna takistab ka trombide teket) . Hepariin kompleksis E 1ipQ-
proteiinlipaasicra hudroluidsib aga lipiide (vt. lipoproteiinide
metabolism).

Hialuroonhape (hitaluronaat). Korduv disahhariidne ehitusitksus
koosneb gliukuroonhappest ja GIcNAc-st/ mis on seostunud R-1,3
sideme abil. Disahhariidsed ehitusiksused seostuvad omavahel [3-

HNCOBH3

Hialuronaat (Mr * 20 000-500 000)

1,4 sideme abil. Hualuronaati esineb rohkesti kdhredes,
sunoviaalvedelikus, silma klaaskehas, nahas. HUaluronaat on raku-
vahelise ruumi "biotsement'™. Ta takisfeb mikroobide, suurte
molekulide ja kahjulike ainete tungimist kudedesse, kuna ta
sidudes vett muutub rakkude vahelises ruumis voOrkjaks geeliks.
Hialuronaat annabki stnoviaalvedelikule 'maardelised” omadused.
Rakkudes esineb spetsiifiline ensuim - htaluronidaas, mis sat-
tudes rakkudevahelisse ruumi, suurendab rakkudevahelist labita-
vust. Seetdttu nimetatakse hiualuronidaasi labitavuse faktoriks.
Ka viljastamisel hiudroluiusib spermatosoidide htaluronidaas muna-
raku proteoglikaane, tehes vOoimalikuks nende tungimise munarakku.
Juhul, kuil htaluronaadis hakkavad lagunema (-1,4 sidemed, hiua-
luronaat depolimeriseerub. Hairub rakkudevaheline filtersusteem,
rakkude vahele tungivad suured hudrofiilsed molekulid (kuhjub
vesi) jJa tekib turse.
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ProteogiukaaniHp ehitus. Esimesel joonisel on naha, kuidas SV-
komponent seostub tiuvivalguga. Teisel joonisel on kOhre gigantne
proteoglikaanne kompleks. See nn. pudeliharja taoline kompleks
koosneb hualuroonhappelisest sudamikust (-~ 4200 nm), millele
siduvate valkude abil kinnituvad proteoglikaansed fragmendid.
Viimased koosnevad tuvivalgust (core protein) ja sellele
korraparaselt Kkinnitunud sadadest gliukoosaminoglikaanijaakidest
(kondroitiinsulfaat, kerataansulfaat jt.).

Glukoosamiinglikaanse ahela seostumine tudvivalguga

Gigantne proteoglikaanne kompleks

4. FOSFOPROTEIINID. Valgu fosforuulimine annab talle uued omadu-
sed ja funktsiooni(-d). Mitmete ensuumvalkude puhul on fos-
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foruulimine/defosftorutlimine nende aktiivsuse regulatsioonimeh-
hanism (vt. E-d). Fosfoproteiinides seostub ortofosforhappejaak
reeglina valgu Ser-jédagi -OH kaudu (vahel ka Thr -OH kaudu).
. —CHcrO—f:O (fosfoseriin; fosfoesterside)
2
0_

Paljud fosfoproteiinid taidavad kataludtilist funktsiooni. Fosfo-
proteiinsed E-d, nait. glukogeeni fTosforilaas aktiveeritakse
fosforuulimise kaudu vastavate proteirini Kkinaaside abil. Fosfo-
proteiinid on olulised ka plasmamembraanide struktuurielementide-
na. Fosfoproteiinid on veel védga olulised toitematerjalina, nait.
munakol lase valk ovovitelliin (sisaldab teiste valkude hulgas ka
fosfoproteiine) voi piimavalgud kaseiinid. Viimased on fosfori
sisalduse tottu vaga vajalikud noorele organismile. Kaserinid on
piimas lahustuva Ca-soolana e. Ca-kaseinaatidena (NB! vabas
vormis nad vees eir lahustu) jJa nad er kalgendu keetmisel. Noor-
loomade seedetrakti E reniin, piimhape jt. happed kalgendavad
kaseiine kergesti (\B! seedumiseks peavad kaseiinid kalgenduma).
5. METALLOPROTEIINID. Need on funktsionaalsed segamakromolekulid.
Kuna metalle sisaldavad mitmed biokompleksid, siis kasutatakse
jargmist metalloproteiinide tinglikku jaotamist: a) metallopro-
terinid, mis sisaldavad metalli ja protoporfuriini kompleksi (vt.
kromoproteiinid); b) metalloproteiinsed E-d (vt. jargmine punkt)
jJa ©) mitteensuumsed metalloproterinid, milles mitteensuumne valk
on komplekseerunud raskmetalliga. Viimaseid vaadeldaksegi nn.
puhaste metalloproteiinidena segamakromolekulide hulgas. Nende
tlupesindajad on: ferritiin, transferriin ja hemosideriin.
Ferritiin on raua depoo, mis kujutab endast kdrgmolekulaarset Mr
= 400 000) veeslahustuvat valgulist kompleksi rauaga (rauda on
umbes 20%) . Raud on kompleksis Fe3t-na ja enamasti paikneb anor-
gaanilise polumeeri koostises (0O=Fe-OH...0O=Fe-0OH), seotuna koor-
dinatiivselt peptiidgrupi lammastiku aatomiga. Ferritiin on
koondunud pdérna, maksa ja luuldisse (organismi rauadepood).
Transferriin on rauda transportiv veeslahustuv vereplasma
glikoproteiin (Mr — 90 000). Sisaldab umbes 0,10% rauda, mis on

210



Fe3+. Transferriini molekul seob kaks raua aatomit.

Hemosideriin on ilmselt samuti raua depoovalk. Nimelt, kui fer-
ritiini nn. rauda deponeeriv maht on ammendatud, moodustuvad
porna- ja maksarakkude mitokondrites vees mittelahustuvad hemo-
sideriini graanulid. Hemosideriinses kompleksis sisaldub ka
nukleotiide ja susivesikuid.

6 . KONJUGEERUNUD ENSUUMID KUl SEGAMAKROMOLEKULID. Konjugeerunud
E-d on vaadeldavad nii liitensuumidena (vt. ensuumide ehitus) kui
ka funktsionaalsete segamakromolekulidena. Viimasel puhul erista-
takse: a) konjugeerunud E, mis sisaldavad metalli mingis mitte-
valgulises kompleksis ja b) konjugeerunud E, milles metall on
vahetult, reeglina ka dissotsieeruvalt, seotud enstumvalguga.
Esimese rihma tilpesindajad on heemproteiinsed E-d ,mille puhul
ensuum-valk on konjugeerunud heemiga (tsutokroomid, katalaasid,
peroksudaasid; vt. bioloogiline oksudatsioon). Teise grupi puhul
on metalliioonid vajalikud aktivaatoritena/regulaatoritena, aga
ka aktiivtsentri formeerumisel/ ehituses (enamasti S sidumisak-
tis). Nait. Na+,K+ATPaas (vajab S sidumiseks Mg2+, aktiveerimi-
seks Na+ ja K+); alkoholi dehidrogenaas (Zn2+), arginaas (Mg2+),
tlrosinaas (Cu+, Cu2t), ksantiini oksudaas (Mo2t+) jJne.

7. LIPIID-VALK KOMPLEKSID. Need on funktsionaalsed segamakromo-
lekulid, mida jagatakse tinglikult kahte gruppi: a) struktuursed,
rasvlahustuvad proteolipiidid ja b) veeslahustuvad vabad lipopro-
telinid. Struktuursed proteolipiidid (hendes on valgu osakaal 65-
85%) kuuluvad biomembraanide koostisesse ja nad on fosfolipiidide
ning membraansete valkude kompleksid (vt. biomembraanid). Vabad
lipoproteiinid (e. lipoproteiinid) on vereplasma, piima jt. bio-
vedelike lipoproteiinid. Neid lipoproteiine me vereplasma naitel
vaatlemegli.

Lipoproteiinide klassifikatsioon. Lipoproteiine vOib klassi-
fitseerida mitmeti: keemilise koostise jargi (nait. lipilidse ja
valgulise komponendi sisalduse alusel), patogeneetiliste oma-
duste, s.t. aterosklerootilise riski jargi, i1mmunoloogilise
reaktiivsuse jargi spetsiifiliste antiseerumite suhtes (anti-
apoproteiinide suhtes),fllsikaliste parameetrite (elektroforeeti-
line liikuvus, tihedus jne.) alusel. Tunnustatuim on lipoproteii-
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nide klassifikatsioon, mis baseerub nende flotatsiooni omadustel
ultratsentrifuugimisfil (vt. tabel). Selle alusel lahutuvad lipo-
proterinid 4 pohiklassi: kulomikronid (chylomicrons), véaga madala
tihedusega lipoproterinid (VLDL), madala tihedusega lipoproteii-
nid (DL) ja kdorge tihedusega lipoproteiinid (HDL). Elektroforee-
tilise fraktsiooni nime jargi on: VLDL = pre-R-lipoproteiinid,
LDL = - lipoproteiinid ja HDL = a- lipoproterinid.

Pdhiklass Tihedus(g/ml)Diameeter (m) Mr Elektroforeesi
fraktsiooni nimi

Chylomicrons <0,94 100-1000 5x109 chylomicrons

VLDL 0,94-1,006 30-80 7,5x106 pre-R

LDL 1,006-1,063 15-25 2,5x106

HDL 1,063-1,21 6-14 2,5x105 a

Kommentaarid. 1) LDL klass jaguneb tegelikult kaheks: a) vahe-
pealse tihedusega lipoproteiinid (D" ehk IDL=intermediate-
density lipoproteins, d = 1,006-1,019), mis tekivad VLDL muundu-
misel ja b) LDL2 (d = 1,019-1,063), mis tekivad IDL katabolismis.
NB! Just LDL2 on olulise patogeneetilise efektiga metaboolsete
hairete/haiguste korral. 2) HDL klass jaguneb kolmeks osaks: HDLX
(«1,063), HDL2 (1,063-1,125) ja HDL3 (1,125-1,21); 3) Peale nelja
pohiklassi esineb vahestes hulkades veel vaga korge tihedusega
lipoproteiine (VHDL; 1,21-1,25) ja ainult patoloogiliste seisun-
dite puhul i1lmuvaid lipoproteiine. Viimaste hulka kuulub nait.
lipoproteiin-X (see on fosfolipiidirikas LDL, mis i1lmub verre
kroonilise sapipaisu puhul) ja Lp(a) Ilipoprotein (nim. ka vaju-
vaks pre-beeta lipoproteiiniks kuna tema tihedus on 1,055-1,085
Ja elektroforeesil jJ&ib ta pre-beeta fraktsiooni).

Lipoproteiinide keemiline koostis. Lipoproteiinides leidub:
fosfolipiide (PL vOi FL), trigliutseriide (TG), kolesteriide (EC),
vaba kolesterooli(CL) ja vabu e. esterifitseerumata rasvhappeid
(NEFA = nonesterified or free fatty acids). Lipoproteiinide
valgulisi komponente nim. apoproteiinideks. Need on Uheahelalised
valgud ja senini on leitud 7. primaarset.,apoproteiini: apoproteiin
A (sisaldab apoAl ja ATl), apoproteiin B, apoproteiin C (sisaldab
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apoCIl/CIll ja ClI11)/ apoproteiin D, apoproteiin E (sisaldab
apoEl,E1l ja ElIl), apoproteiin F ja apoproteiin G. NB! Modned
"primaarsed’” apoproteiinid voivad lipoproteiinides kombineeruda,
andes ''sekundaarseid'™ apoproteiine. Lipoproteiinide uldistatud
keemiline ehitus on toodud jargnevas tabelis.

Pohiklass CL EC PL TG NEFA Apoproteiinid Lipiidide %
% Valkude %

Chylomic- 3 5 7 83 7 Al ,All,B,CI1,CIl, 98/2

rons Cl

VLDL 7 122 18 51 2 B,E,CI,CI11,CIII 90/10

LDL 8 37 22 10 1 B,C 78/22

HDL 3 14 24 6 1 AlL,ALL,CI1,CI11,CII 48/52

Lipoproteiinide Uuldistatud ehitus. Lipoproteiinsete osakeste
uldistatud ehitust iseloomustame LDL skemaatilise joonise alusel.
Hidrofiilsed PL "peakesed" ja CL hudrofiilne osa (-OH rihm) ning
hudrofitlsed valgu molekulid paigutuvad kompleksi pinnale. Hiudro-
foobsed komponendid (1G ja kolesteriidid) vOi1 nende osad (PL
hidrofoobsed osad) on kompleksi sisemuses. NB! Selline Uldehitus

EC

kehtib taresti ka HDL jaoks. NB! Nii LDL kuir ka HDL sisaldavad
vitamiin E, [~ karoteeni ja i1lmselt ka lukopeeni. Kulomikronite
ja VLDL komponentide koosseils on mdonevOrra teistsugune.

213



Lipoproteiinide sunteesikohad ja funktsioon. Jargnevas tabelis on
antud lipoproteiinide siunteesikohad ja funktsioon.

Pohiklass Sinteesikoht Valdav Funktsioon
komponent
Chylomicrons peensool TG formeeruvad  toidulipiidide
(&3 imendumise kaigus; eksistee-

rivad rikkalikult veres just
sOogijargselt, eksogeensete
lipiidide ja nende komponen-
tide transportijad

VLDL maks, TG endogeensete lipiidide (eri-

peensool G1%) ti TG) transport perifeerse-
tesse kudedesse

LDL intravas- EC kolesterooli transport peri-
kulaarne: GM) feersetesse kudedesse
VLDL lagu-
produkt

HDL maks, peen- PL kolesterool1 tagasitransport
sool, intra- (@Z7)) kudedest maksa (seal osa ko-
vaskulaarne: lesterooli muundub ja valju-
kulomikroni- tatakse sapiga)

test ja VILDL--st

Kommentaarid. 1) Peale nende komponentide transpordivad lipopro-
terinid vahesel maaral vabu rasvhappeid. 2) lipoproteiinid on ka
olulised rasvlahustuvate vitamiinide (eriti vitamiin E) trans-
porti jad.

8 . MITTEVALGULISED SEGAMAKROMOLEKULID. Need on kompleksid,millede
koosseisus pole valgulisi komponente. Tuntumad on neist bakterite
membraanide lipopolioosid. Need on antigeense ja retseptoorse
funktsiooniga ning permeaabelsust reguleeriva ja toksikogeense
toimega.
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