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SISSEJUHATUS

Kaasaegsel proviisorite ettevalmistamisel poddratakse
erilist tahelepanu meditsiinilis—bioloogilistele teadustele,
millede hulgas biokeemiale kuulub fundamentaalne koht. Tule-
nevalt uuest Oppeprogrammist on biokeemia kursuse pohisisuks
farmaatsiaosakonna ulidpilastele raku bioloogiliste struk-
tuuride organisatsiooni fuusikalis—keemilised alused, elute-
gevuse ja selle hairete molekulaarsed mehhanismid, ravimite
muundumise ensumaatilised protsessid ja uudsena haiguste
diagnoosimise biokeemilised printsiibid ja nende rakendamine
farmakoteraapias«

Kéaesolev biokeemia metoodiliste juhendite | osa on ka-
vandatud mitte ainult laboratoorsete todde sooritamiseks,
vaid ka biokeemia kursuse jarjepidevaks iseseisvaks omanda-
miseks» Selleks on juhendites toodud rida teoreetilisi kusi-
musi, mis koos loengukursusel esitatava materjaliga on kursu-
se omandamise alusekso Aine siustemaatiliseks omandamiseks on
igas teoreetilis—laboratoorses td86s antud vajalik teadmiste
algtase, probleemide teoreetiline kéasitlus, mida taiendavad
loengumaterjal, vastavad selgitavad joonised—skeemid, labora-
toorsete tddde teostamise juhendid ja kontrollkisimused tead-
miste kontrolliks« RBhutame vajadust regulaarseks ettevalmis-
tuseks igaks praktikumiks kdikide antud teema komponentide
osas.

Aja kokkuhoiu ja laboratoorsete to6de lahtim&testamise
eesmargil on vajalik praktikumi ettevalmistamise kaigus koos-
tada protokoll, kandes sinna antud too pdhiprintsiibi, tdo
kaigu ja jattes ruumi saadud tulemuste fikseerimiseks ja ul-
distamiseks.

Koostajad



Teoreetiline praktikant nr. 1

Teemat BIOKEEMIA TEKKE JA AHSHGU LUHIAJALUGU. BIOKEEMIAS
ENAMKASUTATAVAD FUUSIKALIS—KEEMILISED MEETODID.

Teadmiste algtaset

1. Keemia osa elusorganismide keemilise koostise ja talit-
luste uurimisel ning mdistmisel.

2. Fuuaikalis—keemilised parameetrid ja meetodid biopolumee—
ride jt. elusorganismi koostisse kuuluvate molekulide
uurimisel.

3. PBhimdbisted bioanorgaanilisest keemiast (isoelektriline
punkt, adsorptsioon, desorptsioon, adsorbent, adsorptiiv,
difusioon, osmoos, osmootne rohk, ioonvahetajad, geelid
ja soolid).

Biokeemia on teadus elava mateeria keemilisest koosti-
sest ja elutegevuse aluseks olevatest elusorganismis kulge-
vatest keemilistest protsessidest.

Biokeemia kui teaduse tekke ja arengu vOiks lihtsusta-
tult esitada jargmise skeemina*

Bioloogia Keemia

Meditsiin Fuusika

Fusioloogia (Elavates Objektides keemi-
(Fusioloogiliste fufiktsioo— liste Uhendite avastamine,
nide avastamine ja nende nende keemiline iseloomus-
seostamine keemiliste ja tamine ning suntees valjas—

fuusikaliste nahtustega)

‘Fusioloogiline keemia
(19. sajandi keskel)

Staatiline Dunaamiline Funktsionaalne
biokeem-% bl rKssnna biokeemia
Bioorgaaniline Molekulaar- Med_i_ts_ii_niline
keemia bioloogia (kliiniline)
biokeemia



Nagu naeme, on ajaloolises arengus valja kujunenud kolm
tihedasti labipdimunud biokeemia pdhisuunda - staatiline,
dunaamiline ja funktsionaalne biokeemia* Nimetatud suundade
baasil, nende arengus ja omavahelises seostuses tekkisid
kaasaegsed spetsiifilised suunad —bioorgaaniline keemia, mo-
lekulaarbioloogia ja meedikute ning farmatseutide seisuko-
halt oluline meditsiiniline biokeemia*

Vaatleme jargnevalt biokeemia kolme po&hisuuna ajaloo-
list arengut*

Staatiline biokeemia (SB) uurib elusorganismide koos-
tisse kuuluvate uUhendite keemilist struktuuri ja fuusikalis—
keemilisi omadusi. SB tekke eelduseks oli keemiline lahene-
mine elavale mateeriale, mis algas rohkem kui 200 aastat ta-
gasi. Tinglikult vOiks SB arengus eristada jargmisi etappei

1* etappt Bsimeste orgaaniliste Uhendite isoleerimine
elavatest objektidest ja nende organismivalise slnteesi valL—
malikkuse tdestamine
1770-1786 Scheele - isoleeris glutserooli ja terve rea or-

gaanilisi happeid.

1828 ffohler - sunteesis, lahtudes anorgaanilistest
uhenditest, elusorganismidele omase
orgaanilise uhendi - karbamiidi. See
t60 andis purustava hoobi vitalismile,
mis vaitis, et organismis leiduvate
Uhendite TIn vitro" siintees pole vdima-
lik, kuna nad luuakse jumaliku eluj6u
— «vis vitalis" abil.

2« etappt Makromolekulide isoleerimise ja puhastamise
algus

1890 Hofmeister — eraldas kristalsena esimese valgu
(muna albumiin).
1926 Sumner — isoleeris kristalsena esimese ensuumi
(ureaas).

li__etapf (kaasaegne): Makromolekulide (biopolimeeride)
keemilise struktuuri selgitamine ning nende laboratoorne sun—
tees. Sellesse etappi joudis SB tanu uute kdrgeltselektiiv—
sete fuusikalis—keemiliste lahutusmeetodite valjatootamisele



ning rakendamisele (vt. lk« 9) ning fuusika, keemia,
kristallograafia ja arvutustehnika arengule

1951 Pauling — tbestas o00-heeliksi kui valkude sekun—
daarstruktuuri pdhituubi
1973-1953 Sanger — tegi kindlaks insuliini primaarstruk-
tuuri

1953 Wilkins, Watson, Crick — tdestasid WA kaksik—
helikaalsuse
1957 Ochoa — teostas WA ensumaatilise sunteesi
1967 Kornberg — teostas bioloogiliselt aktiivse LA
ensumaatilise sunteesi
1969 Shapiro - isoleeris geeni.

20. sajandi 70—ndatel aastatel kujunes looduslike Uhen-
dite keemia ja SB baasil valja bioorgaaniline keemia kui SB
kaasaegne suund, mis uurib elutegevuse aluseks olevate ja
elutegevust mbjutavate orgaaniliste Uhendite ehj.tust ja
reaktsioonivdimet seostatuna nende Uhendite bioloogiliste
funktsioonidega. Bioorgaanilise keemia lUlesanne oleks seega
elusraku funktsioneerimise fuusikalis—keemiliste aluste
valjaselgitamine.

Dunaamiline biokeemia (DB) uurib ainevahetust, metabo—
lismi (katabolism, anabolism, bioenergeetika) ja selle re-
gulatsiooni mehhanisme. DB Uldise biokeemia tsentraalse
suunana kasitab seega ainete saatust elusorganismides. DB
tekke eelduseks oli SB ja fusioloogilise keemia edasine
areng.

DB arengut voib tinglikult jagada jargmistesse etappi-
desse:

1. etapp: Esmaste bioloogilise oksudatsiooni seadus-

parasuste avastamine
XVIIl s. 50—*lad aastad Lomonossov — avastas aine ja ener-
gia jaavuse seadused

1770-1774 Priestley — avastas hapniku ja naitas, et loom—
organismid neelavad, taimed aga eri-
tavad hapnikku

1780-1789 Lavoisier — kdrvutades orgaaniliste uUhendite po-
lemist elusorganismide hingamisega



tbestas, et toidu orgaanilised komponendid
"pb6levad*1l elusorganismides aeglaselt, moo-

dustades "'samasuguseid produkte kui véaljas-
pool organismi — vesi, C02 ja soojus.

2. etapp: Kaarimise seadusparasuste avastamine, mille-
ga kaasnes biokataliUsaatorite (ensuumide) avastamine ja nen-
de funktsioonide tapsustamine (siia kuuluvad Kirchoffi,
Schwann*i, Pasteur’i Buchner'i jt. tood, vt. ensumoloogia
peatukk)e

3* etapp: Metaboolsete radade avastamise algus*

1905 Knoop - avastas rasvhapete ~“—oksudatsiooni
1931 Engelhardt - avastas hingamise ja ATP moodustumise
seostatuse

1933 Krebs, Henseleit — avastasid omitiintsukli
1937 Krebs - avastas trikarboksuiulhapete tsukli (TED)
1937 Braunstein, Kritzman — avastasid transamiinimise*

4* etapp (kaasaegne): algasid fundamentaalsed tood
valkude ja nukleiinhapete biosinteesi, bioenergeetika, me—
tabolismi regulatsiooni jts aladel* XX s* 60—teks aastateks
asuti koostama metaboolseid kaarte, mis kuni téanini on kii-
resti taiustunud ja komplitseerunud*

1939-1941 Lipmann - eeldas, et elusraku energeetilises
tsuklis keskset osa etendab ATP

1947-1950 Lipmann .ja Kaplan - isoleerisid ja iseloomusta-
sid koensuim A

1952-1954 Zamecnik .Jjt* — avastasid ribonukleoproteiinsed
kompleksid (ribosoomid) ja naitasid, et seal
toimub valkude biosluntees

1961 Nirenberg. Ochoa — tdestasid geneetilise koodi

1961 Monod. Jacob. Changeux. Pardue — postuleerisid

allosteerilise regulatsiooni pdhiprintsiibid
1957-1965 Sutherland — avastas tsukliliste nukleotiidide
olulise osa hormoonide toimemehhanismis.

funktsionaalse biokeemia (FB) sisuks on biomolekulide,
nende metabolismi ja selle regulatsiooni uurimine seoses

* 1903 iMeuberg — vOttis kasutusele termini "biokeemia",
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elusorganismide ning tema struktuuride (elundid, koed, dife-

rentseeritud rakud) spetsiifiliste talitlustega (funktsioo-

nidega) ¢

1850—1860 Claude Bernard — IV ajuvatsakese p6hja mehhaani-
line arritamine pdhjustab maksa glukogeenist
glukoosi teket ja viimase uleminekut verre» Ja-
relikult on narvisusteemi erutuse resultaa-
diks keemiline reaktsioon«

1892-1896 Pavlov« Hencki - katsetes koertel fistuli raja-
misega varativeeni ja alumise ddnesveeni vahele
naitasid, et maksast mddda juhitud ammoniaak
avaldab toksilist toimet kesknarvisusteemi funkt-
sioonile ja tema kahjutustamine toimub maksas
karbamiidi sunteesi kaudu*

1939-1942 Engelhardt. Lnubimova - naitasid, et muofibril—
lide muosiin ei ole ainult kontraktiilne valk,
vaid ka ensuum adenosiintrifosfataas, mille abil
kasutatakse ATP energiat lihaskontraktsiooniks.

1957-1965 Sutherland - avastas tsukliliste nukleotiudide
fusioloogilise rolli informatsiooni sekundaar-
sete vahendajatena.

Meditsiinilise (kliinilise) biokeemia teke oli seotud
SB, OB ja FB arenguga. Kaasajal kasutab ta ka bioorgaanilise
keemia ja molekulaarbioloogia saavutusi*

Meditsiiniline biokeemia uurib inimorganismi fusioloo-
giliste funktsioonide molekulaarseid aluseid, haiguste pato—
geneesi molekulaarseid mehhanisme (molekulaarpatoloogia) .
haiguste profulaktika ja ravi biokeemilisi aluseid, aga ka
biokeemiliste meetodite rakendamist diagnostikas ning ravi
efektiivsuse hindamisel.

Molekulaarbioloogia tekkis biokeemia arengu baasil XX s*
50—datel aastatel kui elusorganismide uurimise ja tunnetami-
se uus tasand. Tema teke oli seotud rea fundamentaalsete t66-
dega (Sanger, Watson, Crick, Wilkins, Nirenberg,Ochoa jt.)*

Molekulaarbioloogia tegeleb kérgmolekulaarsete biomole—
kulide (nukleiinhapped, valgud, ensuumid jt*) struktuuri ja
omaduste kui bioloogiliste funktsioonide aluse uurimisega.
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Selles osas on ta lahedane bioorgaanilisele keemiale. Kaas-
ajal poorab molekulaarbioloogia uha rohkem tahelepanu ge-
neetilise informatsiooni uUlekande mehhanismide detailsele
uurimisele (molekulaargeneetika) ja geenide tehislikule iso-
leerimisele ning kasutamisele (Insenergeneetika. biotehno-
loogia)«

Pohilised fuusifrfllis—keemilised meetodid biomoleku—
lide lahutamiseks, isoleerimiseks .ja puhastamiseks

Biomolekulide (valgud, ensuumid, nukleiinhapped, sah-—
hariidid, lipiidid jt«) lahutamiseks, isoleerimiseks ja pu-
hastamiseks kasutatakse kaasajal mitmesuguseid fuusikalis—
keemilisi meetodeid, mida voib tinglikult liigitada jargmi-

selt.
I Suhteliselt madalselektlivsed meetodid« Elimineerivad

enamuse ballastkomponente ja annavad fraktsiooni, milles
valdavaks on isoleeritav komponent«

1. Praktsioneeriv sadestamine erineva ioontugevuse toimel.
P&hineb biomolekulide (esijoones valkude) erineval lahustu-
vusel sdltuvalt ioontugevusest (elektroluutide kontsentrat-
sioonist)« Naiteks sadenevad vereseerumi vOi munavalgulahuse
globuliinid (UH")2SO" poolkullastuse, albumiinid aga tais—
kullastuse juures (vt. praktikum nr« 2)«

2« Sadestamine orgaaniliste lahustitega (atsetoon, etanool,
metanool, kloroform, tetrakloorsusinik jt«)« Kui isoleeri-
tav komponent on kergesti denatureeruv (nait. valk), teos-
tatakse sadestamine madalate temperatuuridega (0 kuni 4/43).
Rakendatakse valkude, lipiidide jt. lahutamiseks.

3* Isoelektriline sadestamine. Amfoteersete uUhendite (pdhi-
liselt valgud) lahustuvus Oh reeglina minimaalne nende iso—
elektrilise punkti (pl) piirkonnas. Seetdttu saab pH vaartu-
sel, mis vastab antud uhendi pl-le, viia ta sademesse, ena-
mik ballastkomponente jaab aga lahusesse*

Il Korgema selektiivsusega astmelised meetodid« V&imalda-
vad isoleerida praktiliselt homogeense uksikkomponendi.
Neid meetodeid iseloomustab menetluse astmelisus (kaskaad-
sus), st. et lahutatav komponentide segu allub paljudele



lahutamise uksikstaadiumidele, mis tagabki segust uksikkom-—
ponentide isoleerimise*

Meetodite uldpShimdte on jSrgmine (joon* 1*)s

Komponentide (A ja B) segu liigub lahusti manulusel
spetsiaalses ruumis, kanalis vO6i kandjal. Kui komponentide
molekulidele toimib vdérdne liikumapanev joéud (F», P2)» nad
ei lahutu. Kui aga liikumapanev (vO8i siduv) jood komponen-
tide suhtes on erinev, toimub nende jarkjarguline lahutumi-—
ne kuni taieliku eraldumiseni, luumi, kanali v0i kandja tea-
tud I6iku vastaval ajamomendil peale lahutamise algust vdib
vaadelda lahutamise Uksikstaadiurnina, millede kullaldane
arv tagab koikide komponentide lahutumise.

B F* B
1 V — * B “B
A £ B
o Pp A ———*F.A i
PpB B 4 Pp 1
A A — N PgB
Lahutumist ei Toimub
toimu lahutumine

Joonis 1l« Astmelise lahutamise pohimdte (hoolte
pikkus naitab P* ja ?2 suurust).

Soltuvalt liikumapanevast voi siduvast joust saab kor-
gema selektiivsusega astmelisl lahutamismeetodeid klassi-
fitseerida jargmiselt (tabel 1).

Tabel 1

Astmeliste meijDodite klassifikatsioon

. Liikumapanev Siduv Lahutumisele nB3—
Meetou juvad faktorid
1.Vastuvoolu— Mehhaani — mis Lahustuvus mit—
jaotumine line maaravad faa— tesegunevais

(kasitatav ka side vahelise vedelikes
Jaotuskroma— jaotumise
tograafiana) iseloomu
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Meetod

2*Kromatograafia

2.1.Adsorpt8ioon—
kromatograa—
fia

2« 2*loonivahetus—
kromatograa—
fia

2*3*Jaotuskroma—
tograafia

2.4.Gaaskromato—
graafia

2*5¢Afiinsuskrom
matograafla

2.6 .Geelkromato—
graafia

3* Elektroforees
3*1«Frontaalne

3.2.Tsonaalne

3.3*Isotahho—
forees

5.4.1soelektri—
line foku—
seerimine

4—_Ultratsentri—
tuugimine

2.

Liitkuma-
panev
joud

Hudro—
dunaa—
miline

Hudro—
dunaa—
miline

Hgdro—
dunaa—
miline

Mehhaa-
niline

Hudro—
dunaa—
miline

Hudro—
dunaa—
miline

Elektro—
staati—
line

*

Tsentri—
fugaal —
joud

Siduv
joud

Adsorptsiooni
pinnaenergia

Elektrostaa—
tiline

Joud, mis maa—
ravad faaside
vahelise jao-
tumise

Joud, mis nea—
ravad faaside
vahelise jao-
tumise

Mitt ekovalent-
sed vastasti-
kused toimed

Jéud, mis nea—
ravad jaotumi-
se lahusti
faaside vahel
kandja graanu—
lite sees ja
valjas

Molekulide
hoordumine

Difusioon

11

Lahutamisele nd—
juvad faktorid

Lahutatavate kom-
ponentide ja ad-—

sorbendi struk-
tuursed iseara—
sused

loonivahetaja ja
lahutatavate km-—
')onentide ioonne
*oomus

Lahustuvus mitte—
segunevais vede-
likes

Gaasiliste aine-
te lahustuvus
vedeliku—faasis

Lahustunud aine-
te spetsiifili-
sed vastastiku-
sed toimed ad—
sorbendiga

Molekulide vormi
ja nodtmete eri-
nevused

Komponentide
ioonsed omadused

Komponentide
ioonsed omadused

ja molekulmass

Komponentide
ioonsed omadu&ed

Kompoggntide
amfoluutsus

Komponentide
mootmed, tihedus
ja molekulmass



N. Vastuvoolu.laotuinlne« Jaotuslehtrisse, milles on kaksA
mittesegunevat vedelikku (nait. butanool ja vesi), viiakse
lahutatav segu. Peale loksutamist jaavad lahutatavad kompo-
nendid erinevalt ulemisse (butanool) ja alumisse faasi (ve-
si) vastavalt om jaotuskoefitsiendile K
s aine kontsentratsioon butanooli
K o« c2 faasis
Cg = aine kontsentratsioon vee faasis

Jargneb vastuvoolullekanne: butanooli faas viiakse ainult
vett sisaldavasse jaotuslehtrisse ja vee faas ainult buta-
nooli sisaldavasse jaotuslehtrisse. Peale loksutamist jarg-
neb uus vastuvooluilekanne* Selliste uUlekannete piisav arv
(50-100) tagab isoleeritavate komponentide lahutumise. Li-
sagem, et igat jaotuslehtrit vOib vaadelda kui Uhte lahu-
tusstaadiumi ning et lahutunud komponentide ulekanne on
mehhaaniline (kaasajal on protsess automatiseeritud).

2. Kromatograafia. See vaga selektiivne lahutusmeetod ba-
seerub pdhimdottel, et segu lahutumine Uksikkomponentideks
toimub lahutatavate komponentide paljukordsel Umberjaotami-
sel liikuva ja liikumatu faasi vahel.

Segu komponentide lahutamise aluseks vdivad olla nende
mitmed parameetrid: adsorptsioonikoefitsient, lahustuvus,
vdime ioonvahetuseks, jaotumine, molekulide mddtmed jt.
Kromatograafiat voib labi viia kolomides, kapillaarides, mit-
mesugustel kandjatel jne* sOltuvalt lahutamise printsiibist
ning teostamise tehnikast eristatakse jargmisi kromatograa—
fia tlupe.

2.1. Adsorptsioonkromatoftraafia«x Pd&hineb komponentide se-
lektiivsel adsorptsioonivdimel antud adsorbendil (adsorpt-—
sioonivBime maaravad hudrofoobsed jéud, dipoolsed interakt-
sioonid, vesiniksidemed)s Sageli kombineerub adsorptsioon
jaotumisega* Tuupiline lahutamine toimub sel juhul jargmi-
selt. Vettsisaldava adsorbendiga taidetud kolonni kantakse
lahutatav segu (nait. butanoolis), mis sisestub kolonni
ulalosas adsorbenti kitsa voondina raskusjou vOi ndrga vaa-
kumi toimel. Jargneval kolonni aeglasel voolutamisel buta—
nooliga (elutsioon) toimub lahutatavate komponentide Umber—
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jaotamine liikuva faasi (butanool) ja liikumatu faasi (adsor-
bent koos tema osakestel oleva veekihiga) vahel. Teisiti
Oeldes: pidevalt pealevoolav lahusti (nimetatakse ka eluen—
diks) haarab kaasa ndérgemini adsorbeerunud komponendid 3a
kannab neid kolonnis allapoole, kus nad uuesti adsorbeeru—
vad. Et taoline protsess toimub paljukordselt, lahutuvad
komponendid mooda kolonni allapoole liikumisel ja valjuvad
sealt kindlas jarjekorras: mida ndrgemini antud komponent
antud adsorbendil adsorbeerub, seda kiiremini valjub ta ko-
lonnist, Kogudes kolonnist valjuvat lahustit fraktsioonide-
na, saadakse katte kindlat komponenti sisaldav fraktsioon.
Sellist kromatograafiameetodit nim. kolonnkromatograafiaks.

Teine levinuim kombineeritud adsorptsiooni— ja jaotus—
kromatograafia meetod on Ohukese kihi kromatograafia, mille
puhul adsorbent on 6hukese kihina kantud mingile alusele
(nait. klaasplaadile). Lahutatav segu kantakse plaadi serva
lahedal olevale stardijoonele, misjarel plaadi serv viiakse
lahustisse. Selle liikumisel mooda plaati kordub kolonnkro—
matograafia juures Kirjeldatud lahutumisprotsess. Teatud aja
jarel voolutamine katkestatakse ning plaati td6deldakse il-
mutiga, mis teeb varvusetud lahutatavad komponendid nahta—
vaks varviliste laikudena. Tundmatute komponentide identi-
fitseerimiseks kasutatakse paralleelselt tuntud testkompo—
nente,

2.2, loonlvahetuskromatoRraafia. Pdhineb ioonide vahetami-
sel lahusti (liikuv faas) ja idonivahetaja e, ionudi (lii-
kumatu faas, tahke kandja) vahel. Kui ioniit sisaldab nega-
tiivselt laetud ruhmi, siis ioniidi eeltddtluse kaigus seos-
tuvad nende ruhmadega katioonid. Sellist ioniiti nimetatakse
kationiidiks. Kui kanda kolonnis sisalduvale kationiidile la-
hutatav segu, siis seostuvad positiivselt laetud komponendid
(katioonid) kationiidi negatiivsete riuhmadega, térjudes nen-
delt valja ekvivalentse hulga katioone (toimub katioonide

vahetus), mis kaasneb lahutatavate katioonide selektiivse

adorptsiooniga. Adsorbeerunud katioonseid komponente on vdi-
malik kolonnist elueerida erineva katioontugevusega soolala-

hustega, kuna iga lahutatav komponent elueerub erineva kati-—
oontugevuse juures.

13



Analoogiline tdo6printetup on ka anioone vahetaval io—
niidil e. anioniidj.1.
—2*3, Jaotuskromatograafia. Tahke vettsisaldava inertse
kandjaga iaidetud kolonni viiakse lahutatav segu. Yoolutades
kolonni veega mitteseguneva vedelikuga (voolutiga), toimub
lahutatavate komponentide paljukordne Umberjaotumine voolu—
ti (liikuv faas) ja liikumatu faasi (tdhke kandjaga seotud
vesi) vahel vastavalt iga lahutatava komponendi jaotuvusele
neis faasides (vt. vastuvoolujaotumine). Kolonnist valjuv
vedelik kogutakse fraktsioonidena (mida parem on antud kom-
ponendi lahustuvus liikuvas faasis, seda kiiremini ta kolon-
nist valjub) ning fraktsioonides maaratakse antud komponendi
hulk. Analoogiliselt adsorptsioonkromatograafiale nimetatak-
se seda jaotuskromatograafia alaliiki kolonnkromatograafiaks.

Levinuimaks jaotuskromatograafia alaliigiks on paber—
kromatograafia. Sel juhul lahutatavad ja testkomponendid po-
laarses lahustis (vesi) fikseeritakse polaarse kromatograa—
fiapaberi (eriline filterpaberi sort) stardijoonel (3—4 an
paberi servast). See serv sisestatakse liikuvasse faasi, voo—
lutisse, milleks kasutatakse lahustite segu (n—butanool-
aadikhape—-vesi; fenool-vesi—ammoniaak jt.). Kromatograafiapa—
ber asetatakse hermeetiliselt suletud kambrisse. Kui vooluti
liigub ulalt alla, on tegemist langeva paberkromatograafiaga.
kui alt Ules — tdusva paberkromatograafiaga. Vooluti liiku-
misel mddda paberit toimub paljukordne lahutuvate komponen-
tide Umberjaotumine liikumatu faasi (paberiga, st. tselluloo-
siga, seotud vesi) ja liikuva faasi vahel* mis viib teatud
aja jooksul komponentide lahutumisele. Protsess ldpetatakse
vooluti frondi joudmisel 2-3 om kaugusele stardijoone vas-—
tasaarest ning peale paberi kuivatamist teostatakse ilmuta-
mine (varvimine spetsiifiliste varvidega). Jargnevalt lei-
takse uuritavate ja testkomponentide jaotumiskoefitslendid

(RP)j e a _ antud komponendi liikumiskaugus
b stardijoonest, mm
b — vooluti frondi liikumiskaugus
stardijoonest, mm

Kuna Rf on antud tingimustes pusiv suurus, siis on test—
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komponentide Rf maaramise kaudu véimalik identifitseerida
tundmatuid lahutunud komponente nende Rf jargi.

2.4. Gaaskrotnatograafia (sageli kasutusel gaas—vedelikkroma-—
tograafiana). Jaotuskromatograafia alaliik, mille pahal
liikumatuks faasiks on mittelenduva vedelikuga (glutserool,
poluetuleenglikool jt«) labiimmutatud tahke kandja, liiku-
vaks faasiks aga mingi inertgaas (vesinik, argoon, heeliaa
jt.). Lahutatav segu viiaks gaasi (v&i auru) kujul liikuvas-
se faasi ning lastakse labi liikumatut faasi sisaldava ko-
lonni. Toimub lahutatavate komponentide paljukordne umberjao-
tumine kahe faasi (gaas—vedelik) vahel. Kuna lahutatavate
komponentide jaotuskoefitsiendid neis faasides on erinevad,
valjuvad nad kolonnist individuaalsete fraktsioonidena lii-
kuva faasi (inertgaasi) voolus. Valjuvaid komponente identi-
fitseeritakse spetsiaalse automaatse detektoriga vastavate
fuusikalis—keemiliste omaduste muutuste jargl ning tulemu-
sed registreeritakse vastavate diagrammidena isekirjuti abil*

2.5. Afilnsuskromatograafia. PoOhineb komponentide bioloogi-
lisel spetsiifilisusel, nende vBimel spetsiifiliselt siduda
ainult teatud kindlat ligandi* Selliselt seovad immunoglobu—
liinid antigeene, ensuumid substraate, koensuume, inhibiito—
reid, retseptorid hormoone ja mediaatoreid jne.* Tahkele kand-
jale seotakse kovalentselt vajalik ligand, mis seob lahuta-
tavast segust vaid temale spetsiifilise komponendi, teised
komponendid valjuvad kolonnist koos voolutiga. Adsorbeerunud
komponent elueeritakse vooluti pH, ioontugevuse jt» para-
meetrite muutmisega*

2*6. Geelkromatograafia (geelfiltratsioon). P&hineb sellel,
et sOltuvalt molekuli Suuzrusest ja kujust labivad lahutata-
vad komponendid geelmatriitsi (sinteetiline vaik vO8i tugevas-
ti hudratiseerunud polusahhariid) erineva kiirusega. Kolon-
nis valmistatakse geel, mille graanulitel (liikumatu faas)
on kindla labimbdoduga poorid. Sellest tingituna tekib lahus-
til kaks faasi — Uks graanulite sees, teine valjas. Kui la-
hutatav segu kanda kolonnile, siis pooridest vaiksemad mole-
kulid jaotuvad mdlemasse lahusti faasi (tungivad ka graanuli—
tesse), pooridest suuremad molekulid aga graanulitesse ei
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paase. Seega tdotavad sellised graanulid molekulaarse sbéela-
na, lahutades komponente molekuli suuruse ja kuju alusel*
Kuna suured molekulid graanulitesse ei paase, labivad nad
ainult graanulitevahelise tee ning valjuvad kolonnist Kii-
remini kui vaikesed molekulid, millede tee pikeneb graanuli-
tesse tungimise tottu. Geelmatriitsina kasutatakse sunteeti-
lisi vaike, poorset klaasi, kaasajal pohiliselt polusahha—
riide (dekstraanid e. sefadeksid, agaroos), mis sisestatak-
se geeli valmistamisel sobivatesse lahustitesse*

3* Elektroforees* Elektroforees on elektrokineetiline prot-
sess, milles laetud osakesed (faasid) liiguvad valise alalis—
voolu elektrivalja toimel elektroodidele: katioonid liiguvad
negatiivselt laetud elektroodile - katoodile, anioonid posi-
tiivselt laetud elektroodile - anoodile* Komponentide lahu-
tamise aluseks on nende erinev liikumiskiirus elektrivaljas,
mis sOltub summaarsest laengust (viimane omakorda séltub la-
husti pH-st ja ioontugevusest), véalise elektrivalja tugevu-
sest, komponendi kujust, keskkonna viskoossusest jt* Biomo-
lekulide (valgud, ensuumid jt*) elektrokineetiliste omadus-
te iseloomustamiseks kasutatakse elektroforeetilise liikuvu-

se suurust (EL): d
EL B — — , kus
X* &
EL - elektroforeetiline liikuvus (cm2 *s”1*V”1)
d — komponendi liikumise tee, an
X — potentsiaali langus, V/cm
t — elektroforeesi aeg, sek.

Soltuvalt elektroforeesi labiviimise tehnikast, eristatakse
jargmisi alaliike.

3*1. Vaba (frontaalne) elektroforees. Antud meetodi puhul
liiguvad lahutatavad ioonsed komponendid lahuses vabalt U-
kujulistes tdrukestes. Kuna puudub, tahke kandja, pole vdima-
lik teostada vaikeste kergesti difundeeruvate molekulide
(nait. aminohapped) frontaalset elektroforeesi.

3.2. Tsonaalne elektroforees tahkel kand.ial. See on enamka-
sutatav elektroforeetiline meetod, mille puhul lahutatavate
osakeste liitkumine toimub kitsaste tsoonidena mingil tahkel
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kandjal. Teatud aja mooddudes jaotuvad erineva liikuvusega
osakesed tsoonidesse, kust neid saab identifitseerida kas
elueerides vOi varvides. Soltuvalt kandjast (paber, agar—
agar, poluakrutulamiidgeel jt.) saame raakida paberelektrofo—
reesist, geelelektroforeesist jne. Geeiidel ob teiste kand-
jate suhtes olulisi eeliseid. Naiteks tingib geeli poorne
struktuur lahuse suure "vaba mahu”, mis kindlustab elektro-
foreesi suure kiiruse. Poluakrutlamiidgeel tagab ka paberiga
vOrreldes mitmeid kordi suurema lahutuvuae. Kuigi agargee—
lIil on vaiksem lahutusvbime kui poluakruulamiidgeelil (vOi
tarklisegeelil), leiab agargeel temas toimuva—kiire difusi-
ooni tottu, aga ka labipaistvusest tingituna,tihti kasuta-
mist valkude elektroforeesil, eriti aga immunoelektroforee—
sil. Viimase olemus seisneb selles, et valgukomponentide
identifitseerimiseks elektroforegrammil kasutatakse antikeha-—
antigeen reaktsiooni (pretsipitatsioonireaktsiooni).

3»3* l13oelektriline fokuseerimine. Komponente lahutatakse
pH—gréadiendi abil kolonnia v&i plaadil nende erineva pl alu-
sel. pH gradient luuakse spetsiifiliste amfoteersete ainete
amfoliinide abil. lga komponent liigub elektrivaljas pH-gra—
diendis selle kohani, kus pH vaartus uhtub selle komponendi
pl vaartusega (kaob elektriline laeng), st. komponendid jagi—
navad tsoonidesse nende pl vaartuste alasel.

3.4. Isotahhoforees. Komponentide lahutamine toimub puhvri
pidevas voolus nende liikuvuse alusel poluakruulamiidgeelis.
Uuritav proov viiakse kahe puhvri piirimaile, aistdttu eri-
nevad komponendid paigutuvad jarjestikku vastavalt nende
elektroforeetilisele liikuvusele. Jargnevalt liiguvad kompo-
nendid Uhtlase kiirusega elueerimiskambrisse, millest nad
elueeritakse puhvri pideva vooluga.

4. Ultratsentrlfuugimlne. Meetod makromolekulide molekulmas-
si maaramiseks ja erineva molekulmassiga molekulide lahuta-
miseks sedimentatsioonil tsentrifugaaljdu toimel. Tugeva
tsentrifugaaljou saamiseks on konstrueeritud ultratsentrifuu—
gid, kus rootor, pododreldes vaakumis, saavutab kiiruse kuni
80000 pooret/minutis ja arendab tsentrifugaaljdéudu (valjenda-—
takse g—des), mis kuni 600000 korda tletab maa kulgetdombejSu.
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Analudtilised, ultratsentrifuugid, mis on varustatud op-

tilise siUsteemiga makromolekulide sedimentatsiooni jalgimi-
seks, vBimaldavad maarata valkude, ensuumide, nukleiinhapete
jt. molekulmassi. Selleks on kasutusel 2 meetodit:

1. Molekulmassi maaramine sedimentatsioonikiiruse .jargi»

Makromolekulide lahuses moodustub tsentrifugaaljou toi-

mel tsentrifuugi kivetis piir lahusti ja sedimenteeruvate

molekulide vahel. Selle piiri liikumist ajas on v@imalik op-
tiliselt registreerida ja selle jargi arvutada sedimentatsi—
oonikiirust, mis on molekulmassi funktsiooniks. Ultratsent—
rifuugis maaratakse vahetult sedimentatsioonikoefitsient s

dx 1
s ' ~ *1 k ' ———* tas
sedimentatsioonikoefitsient, omab ajalist mé6tu; uUhi-
kuks on svedberg (S) 1ls 10“15s

sedimentatsioonikiirus

po6rlemise nurkkiirus, radiaan/s
komponendi kaugus p6orlemisteljest, an
molekulmass

komponendi partsiaalne erimaht, Vkg
lahusti tihedus

hédrdumise molaarne koefitsient

fs
Lahendades vo&rrandi M suhtes, saame

Kuna f ei ole teada ja on vaga raskesti maaratav, siis

valjendatakse teda difusioonikoefitsiendi (D) kaudu:

RT kus R - gaasikonstant
T — absoluutne temperatuur
SRT
Sel juhul M3
D(1-Xfry

Kdik parameetrid on eksperimentaalselt maaratavad.

2. Molekulmassi maaramine sedimentatsioonitasakaalu jargi.

Kuna difusioonikoefitsiendi (D) maaramino on td6mahukas,

kasutatakse molekulmassi maaramiseks ultratsentrifuugimisel
sellist tsentrifugaaljdudu, mis on tasakaalus difusiooniga
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\
ja voimaldab Mj, arvutamisel valja jatta D ja maarata optili-
sel registreerimisel komponendi kontsentratsioon (c) kaugu-
sel x poorlemisteljest. Sel juhul:

_ 2RTInc
w2x2 (1 —v>)

M. k

Teisendades vorrandit, vdime Kirjutada:

MrCl — %) 4t=+
2RT

n
Molekulmass leitakse graafiliselt In c sOltuvusest x —-st*

Saadakse sirge, mille tOusunurk vdrdub:

Mr(1 —-7g ) o2
2Bz

mie vdimaldab Mr arvutamist,

Preparatiivsed ultratsentriCuugid vdimaldavad erineva
molekulmassiga (tihedusega) komponentide Ilahutamist nende
sedimentatsioonikiiruse jargi. Biokeemias kasutatakse pre—
paratiivseid ultratsentrifuuge sageli raku subtsellulaarse—
te fraktsioonide ja supramolekulaarsete komplekside lahuta-
miseks kahel printsiibil.

1. DiferentsiaaltsentrifuuKimisel on lahutamise aluseks
komponentide erinev sedimentatsioonikiirus ja neid saab la-
hutada, rakendades jarkjarguliselt erinevat tsentrifugaal-
joudu. Eelnevalt on vajalik rakud purustada homogeniseerimi-—
se, osmootse soki jt. meetodite abil. Naiteks sedimenteeru—
vad tuumad homogenaadist 600 g juures 10 min jooksul, mito-
kondrid 15000 g juures 5 min jooksul, mikrosoomid (ribosoo-
mid koos endoplasmaatilise retiikulumi tukikestega) 100 000 g
juures 60 min jooksul jne.

2. Tsentrifuukimine tihedusfiradiendis. Kasutatakse ta-
valiselt sahharoosi tihedusgradienti, milles komponendid
tsentrifuugimisel jaotuvad tsoonidena vastavalt oma tihedu-
sele. Saab maarata ka komponendi ligikaudset Mr.
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Sahharoosi
molaarsus
(20°C)

0,37
0,74
1,12
1,50
1,89

2,29

Joon.

Tsutosool
Golgi aparaat
Mikrosoomid
Mitokondrid
Lusosoomid

Tuumad

Sahharoosi
tihedus (mg/ml)
(0°C)

1,05
1,10
1,15
1,20
1,25 "

1,50

1,59

2. Subtsellulaarsete fraktsioonide jaotus

sahharoosi tihedusgradiendis

I
tamise meetodid.

1. Dialuus.

Makromolekulide kontsentreerimise .ia taiendava puhas-

Paljud makromolekulid vajavad lahustumiseks

teatud ioontugevusega keskkonda, mille kindlustab elektro-
luutide (ioonide) vOi teiste madalmolekulaarsete ainete ma—

nulus.

ma Lalmoiekulaar—
aed Uhendid

HoO

Joon. J. Dialuusi

Jdialjjusi

hulss

— *H20

ja ioonid

skeem
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Dialuus pohineb poollabilaskvate kilede (membraanide)

mis on

labitavad madalmoleku—
laarsetele Uhenditele,
mitte aga makromoleku-
lidele. Kui

kasutamisel,

makromole—
kulid® seSu asetada
poollabilaskvast Kki-
lest valmistatud dia-
luusihulssi, viimane
omakorda puhtasse vet-
te, siis makromoleku-
lide lahus puhastub

difusiooni abil vaikes—

t8St molekulidest ja



ioonidest, vaheneb ioontugevus ja makromolekulid, vastavalt
oma lahustuvusele teatud ioontugevuse juures, sadenevad val-
ja. Dialuusil on vajalik hilssi Uumbritseva vee pidev vaheta-
mine, tagamaks ioonide ja madalmolekulaarsete ainete vdima-
likult efektiivse elimineerimise.

2. Kristalliseerimine on mingi aine eraldumine lahusest
kristallidena lahuse ulekullastamisel vdi jahutamisel, kus-
juures lahusesse jaavad ballastained. Aine puhtust tdstab
veelgi korduv kristalliseerimine.

3* LUofiliseerimine on aine kontsentreerimine lahusti eral-
damise teel. Makromolekulide lahuste luofiliseerimist teos-
tatakse tavaliselt madalal temperatuuril vaakumi tekitamise-
ga.

4. Ultrafiltratsioon. Spetsiaalse filtreerimisndu pdhjas ole-
vast membraanist (nn. molekulaarne filter) lahevad rohu all
labi vaid teatud Suurusega molekulid, mistdottu membraanile
jaav makromolekulide lahus kontsentreerub.

Teoreetilis—laboratoorne praktikum nr. 2

Teema nr. 1. AMINOHAPETE JA VALKUDE KVALITATIIVNE JA
KVANTITATIIVNE MURAMINE.

Teadmiste algtase:

1. Aminohapete, peptudide ja valkude uldmdisted.

2. Aminohapete optiline aktiivsus ja isomeeria (L— ja D-
isomeerid, diastereoisomeerid).

3* Spektraalanaltius: neeldumisspekter, neeldumismaksimum.

4. Biokeemias enamkasutatavad fulsikals—keemilised meetodid.

uldmoéisted. Aminohapped (AH) on orgaaniliste hapete (karbok—
stulhapete) aminoderivaadid, mis sisaldavad vahemalt uht
aminorihma ja Uht karboksuulrihma. Aminorihma paigutus kar—
boksuulrihma suhtes (kas C<*,.Cy3, Cy jne. kuljes) liigen-
dab aminohapped <<— p- jne. AH-teks.

Enamik eluslooduses avastatud AH-test (Ule 100) on <<

AH-d uldvalemiga NHg ( °C—aminorihm)
NR — koe— COCH ( °(—karbokstulrihm)
/ H

Igale aminohappele spetsiifiline radikaal
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Stereoisouweeria» Tingituna sellest, et AH-te oC-susi—
nik on asummeetriline (v.a. glutsiin), esinevad nad stereo—
isomeeridena, mis struktuurselt vastavad glutseeraldehuudi
stereoisomeeridele (vt. monosahhariidide stereoisomeeria) ja
tihistatakse sumbolitega D— ja L-.

COCH COOH
| |

D—AH L—AH

Looduses ja valkude koostises esinevad po6hiliselt L—ami—
nohapped. D-AH-d esineb mikroobides ja antibiootikumides.

AH—te stereoisomeerid on optiliselt aktiivsed, poOorates
polarisatsiooni tasapinda kas paremale (+) vOi vasakule (-).
P6dramise suund sdltub konkreetsest AH-e struktuurist ja ei
ole seotud D- vdi L-isotneeriaga.

Looduslikes valkudes on leitud 20 erinevat AH-t (prote—
inogeensed e. pdhi—AH-d). Nende levinuim klassifikatsioon
lahtub radikaali R keemilisest loomusest ja flusikalis—kee—
milistest omadustest fusioloogilise pH (7,4) juures. Eris-
tatakse nelja AH-te ruhma.

1. Neutraalsed hudrofoobsed (apolaarsed) AH-d (R ei dissot—

sieeru.

AH R Stimbol
Glutsiin H— Gly
Alaniin H3c— Ala
valiin G 4CH— Vai

H5C /
Leutsiin H’m\,ch—cho— Leu
H3c ~ 2
Isoleutsiin Hﬁp—GHRg-_E lie
Metioniin H3C—-S—CH2 —CH2 — Met
Pentulalaniin Phe
Triptofaan Trp
C O 'CHr—
H
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Proliin * >—COOH

4

Pro

2. Neutraalsed hudrofiilsed (polaarsed) AH-d (R on valda-

valt laenguta).

Seriin ho—<h2—
Treoniin H,C—CH-—

OH
Turosiin HO—<f VcHg-
UJsusteiin HS —CH2 -
Asparagiin 0> A H2—
Glutamiin

3. Happelised hudrofiilsed (polaarged) AH-d (R
ja laadub negatiivselt).

Asparagiinhape HO>4r
HO~
Glutamiinhape AG—CHN—CHN—

4. Aluselised hudrofiilsed (polaarsed) AHhI (R
ja laadub positiivselt).

Lusiin HgNKCHg)"—
?
Arginiin HA—G-N-(CH2)j-
NH
Histidiin |-.. FCH2—
N NH
4/

* Proliini (on antud taielik valem) kasitatakse
pena
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Ser

Thr

Tyr
Cys

Asn

GIn

loovutab H*

Asp

Glu

liidab H*

Lys

Arg

Hie

iminohap—



AH klassifitseeritakse ka bioloogilise (fusioloogilise)
tahtsuse alusel: a) asendamatud AH (organism peab neid kind-
lasti saama toiduga). Absoluutselt asendamatud on koigi loom—
organismide jaoks 8 AH (Tal, Leu, lle, Met, Thr, Lys, Phe,
Trp)e lgale organismi liigile iseloomulik asendamatute AH-te
koosseis, nn. auksotroofsus AH-te suhtes peegeldab selle lii-
gi organismide omaparas b) osaliselt asendamatud AH (moodus-
tuvad organismis mittepiisavalt, mistdéttu peab osaliselt saa-
ma toiduga), mis inimese puhul on Arg, Tyr, Hisj c¢) asenda-
tavad AH (sUnteesitakse organismis piisavalt) ehk kdik ule-
jaanud AH.

AH puhul eristatakse ka teatud ruhmitusi nagu aromaat-
sed AH (Phe, Tyr, Trp), vaavlitsisaldavad AH (Cys, Met, Cys—
Cys), hudroksuaminohapped (Ser, Thr).

Lisaks ulalnimetatud AH-le esxneb spetsiifilise funkt-
siooniga valkudes (nait. kollageenis) harvaesinevaid AH. mis
kujutavad endast 20 pdhiaminohappe derivaate (nait« 4—hudrok—
su— ja 5—h.udroksuproliin “ Hyp; hudroksulusiin — Hyl jt.)»

Lahustuvus« uldiselt lahustuvad AH—-d vees hasti, hal-
vem on seal hudrofoobsete radikaalidega AH—te lahustuvus.
Tunduvalt halvem on AH-te lahustuvus apolaarsetes lahustites
(etanool, dietuuleeter, metanool jt«)»

Dissotaiatsioon. AH-d on vesilahuses nii happelised
(ioniseeruva —COOH tottu) kui ka aluselised (ioniseeruva
—NHg téttu) elektroluudid, st. amfoluudid. Nii vesilahuses
kui ka kristallilisel kujul esinevad neutraalsed AH-d sise—
soolade e. bipolaarsete ioonide (tsvitterioon, amfioon) vor-
mis.

P3
R—-CH-COO" e« (H +N CHR C00*)
bipolaarne ioon

AH—te dissotsieeruraise maarab keskkonna pH. Tugevalt hap-
pelises keskkonnas on AH-d katioonses vormis (H"'N CHR COOH),
tugevalt leeliselises keskkonnas aga anioonses vormis
(H™N CHR —C00”) » Vahepealses pH vahemikus (3*5-9) on AH-d p0-
hiliselt amfioonses vormis, sealjuures teatud pH vaartuse
juures (seda nim» selle AH-—e isoelektriliseks tapiks; pl) on
AH ainult amfioonses vormis, pl juures AH-d elektrivaljas ei
liigu ning omavad vahimat lahustuvust vees, kuna amfioonsus
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vahendab —-NH2 ja —COOH hudrofiilsust. Vastava AH-e pl leitak-
se tiitrimiskdvera abil*

Neeldumisspekter« Proteinogeensetest AH—test omavad
olulist neeldumismaksimumi vaid Trp, Tyr (280 nm) ja Phe
(260 nm).

AH—te pohilised keemilised reaktsioonid.
1. B—COOH reaktsioonid
1.1. Soolade teke alustega reageerimisel (reaktsiooni aluseks
on AH-te amfoteersus)

fH5 f 2
R—CH-COO—+ NaOH , R —CH-COWa + HjoO
NHO
(+0B ~ (R=Zh —C00") + H20
Tulimine
fH2 Ba(OH)p, t°
r-ch—cooH ————— Ae———» r—-ch2-nh2 + co02

primaarne amiin

Elusorganismides toimub see reaktsioon AH-te dekarboksulaa—
side toimel ning tekivad biogeensed amiinid.

1.3. Estri teke
Mineraalhapetega (vt. reaktsioon 2.1.) moodustub hudro—
kloriidaminohape, mis annab alkoholiga estri. Viimast saab
erinevalt vabast AH-st gaaskromatograafiliselt destilleerida.
NHACI NHACI
R—-CH-COOH + R-OH — R —CH —COOR + H£0

1.4. Amiidide teke

?H2
R—-CH —COOH + NH, —5—» R-CH - + Ho0
p 4nh2 d

ATP energia baasil toimub loomorganismides nii glutamiini
(GIn) suntees glutamiinhappest (Glu) Klutamiini suntetaasi
toimel.
2. R—NHp reaktsioonid
2.1. Soolade teke reageerimisel hapetega (nait. HC1l)

nh+ m 3ci
R—CH —C00” + HCI — m R—CH —COOH hudrokloriidamino—
NH+ hape
(+H%) (R—CH3COO0H)
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2.2* Desamiinimine
a) Valjaspool organismi on rekatsioon teostatav lammastikus—
happe (HNO2) toimel (Van Slyke’i reaktsioon) ja teda kasuta-
takse AH-te kvantitatiivseks mé&aramiseks (eralduva Ng jargi).
m 2 OH
R —iH —COOH + HONO ———» R—-Ah—-COOH + Npf + HpO
lammast ikushape

b) Oksudeeriv desamiinimine

H2 1/2 02 fl
R—-CH-COOH ———— R —-C —COOH + NH?
AH—te metabolismis toimub see glutamaadi dehudrogenaasi

(Glu — » c*f—ketoglutaraat + LI ?) ja aminohapete oksudaa—
side osavotul.

2.J. Reaktsioon aldehuudiga (formooltiitrimine S”renseni
jargi)

Blokeerides formaldehuudiga AH—te <<N, saab karbok-—
suulruhma tiitrida NaOH—ga. Formooltiitrimist kasutatakse
vabade AH-te kvantitatiivseks maaramiseks ja valgu hudroluu—
sil vabanenud AH—te avastamiseks.

H
R-CH-NH2 ¢ 0« C — - R—-CH—N»CH2 + HgO
COOH H COOH
metuleenaminohape
(Schiffi alus, aldimiin)
R—-CH -N*CH2 + NaOH — - R-CH-N*=CH2 + H20
COOH COONa
2.4. Karbaminohappe teke
R—CH-NH2 + CO02 ; R—-CH—-NH-COO” + H+
COOH COOH

Sellisel viisil seotakse globiini kulge (Arg v6i Lys —NH2
kaudu) ka hemoglobiini poolt transporditav CO02.

2.5. Sangeri reaktsioon (vt. Teema nr. 2).

2.6. Edmani reaktsioon (vt. Teema nr. 2).

3« Reaktsioonid nii R—COOH kui ka R—NH2 osavotul

3.1. Peptiidsideme teke
NH2 , Ne
r -CH-cpH + ¢ — CH-COOH R. - CH-ICO-NH|-CH -COOH
1 ————H 2 H20 2
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3.2. Kelaatuhendite teke
AH—-d annavad kahevalentsete metallidega kelaatuhendeid,
mis on olulised ensuumvalgu ja mdnede koensuumide seostumi—

Kokkuvote; AH-te fusikokeemilised omadused on aluseks

AH—te lahutamisSele, identifitseerimisele ja kvantitatiivsele
maaramisele.

AH kvalitatiivne maaramine

1. Varvusreaktsioonid
1.1. uldised, universaalsed' varvusreaktsioonid o(—-AH-te ole-
masolu maaramiseks uuritavas segus.
a) Ninhudriinireaktsioon. <*—KH2 ja ninhudriini vahelises
reaktsioonis tekib sinakasvioletne kompleksiuhend (Ruhemani
kompleks). Vabast «C—<JOOH-st eraldub reaktsiooni kaigus COg
(ninhudriini ja vaba NH” reaktsioonis C02 ei eraldu).
Ninhudriini muu lahuse kasutamisel tekkiv Schiffi alus
ei Idhustu (Uhendis puudub vesi). Seetdttu tekivad erinevate
AH—te kondenseerumisel ninhudriiniga mitmevéarvilised (sini-
ne, punane, violetne) kompleksid. Kui lahuses esineb ainult
Pro, tekib kollase varvusega kompleks.
Ninhudriinireaktsiooni (ninhudriini alkohol- v&i atse-—
toonlahusega) kasutatakse vaga laialdaselt AH—te ilmutamiseks
nende kromatograafilisel lahutamisel.
1.2. Spetsiifilised varvusreaktsioonid konkreetse vaba AH-e
maaramiseks uuritavas segus vSi vastaVa AH-e olemasolu kind-
lakstegemiseks uuritavas valgus.
a) Sakaguchi reaktsioon arginiinile. Arg guanidiinruhm ok-
sudeerub spetsiifiliselt leeliselises keskkonnas «*—naftoo—
liga Na—hupobromiti juuresolekul roosakaspunaseks kondensat—
siooniproduktiks:



+ H20 + NaBr + 2 NaOH

Reaktsiooni annab valgus seotud (lahjenduses kuni 1s50 000)
Ja vaba Arg (lahjenduses kuni 1: 100 OOO) -

b) Reaktsioonid truptofaanile. Trp reageerib happelises
keskkonnas pai,jude aldehuiudidega, andes varvilisi kondensaa-
te uldstruktuuriga:

f2 ?H2
CH2 -CH-CO0H HOOC—-HC—-CH2

h

f)

— Hopkins—flole* i reaktsioon truptofaanile. Reaktsiooni an-
navad nii vaba kui ka valgus seotud Trp* Gluoksuulhappe
(HOOC —C~g? Hopkins—Cole'i reaktiiv) kondensatsioonipro—
dukt Trp—ga on punakasvioletse varvusega. Reaktsiooni nime-
tatakse ka AdamkevitSi reaktsiooniks.

— Ehrlichi reaktsioon truptofaanile. Trp—i ja aromaatse al-—
dehuudi (nait. p-dimetuulaminobensaldehuudi) reageerimisel
H2S04 juuresolekul tekib tugev punakasvibdletne varvus. Reakt-
sioon on tuupiline vabale Trp-le, kuid et ta rajaneb indool—
tuumale, segavad teda teised antud tuuma sisaldavad uhendu.
c) Ksantoproteiinireaktsioon (Mulderi reaktsioon) aromaatse-
tele AH-le (Trp, Tyr, Phe). Reaktsiooni annavad nii valgus
seotud kui ka vabad AH-d, mis sisaldavad fenuul-, p—hudroksu—
fenuul- vSi indoluulradikaali. Kontsentreeritud HNON toimel
tekivad kollased nitreeritud aromaatsete tuumadega Uhendid
(%0(0IXOG — kollane), mis leeliselise keskkonna loomisel anna-
vad oranzi varvuse (tekivad kinoidse struktuuriga soolad).
Reaktsiooni kemism on jargmine:

CHg—CH—-COOH
dinitroturosiini Na-sool (oranz)

Analoogiline reaktsioon (kollase varvuse teke) toimub
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ka kontsentreeritud HNOM sattQmisel nabale, kuuntele jne.
Kuna reaktsioon on spetsiifiline aromaatsetele AH-le, sega-
vad teda ulalnimetatud tuumi sisaldavad Uhendid (fenool, ben-
seen, salltsuulhape jt.).
d) Milloni reaktsioon turoslinile. Tyr reageerimisel Miljo-
ni reaktiiviga (Hg—nitraatide j& —nitritite segu konts.
BNOM—s) moodustub keetmisel veripunane sade. Reaktsiooni ke—
mism:
_ ¥H2 1A f2
HO<_)-CH?-GH-COOH—— 2———— 2*. Y CH2 -CH-COOH
Tyr 2N

dinitroturosiini elav—

hdbesool (punane)
Reaktsioon baseerub hudroksuferfaulradjkaalile, mistdttu teda
segavad fenool, salitsuulhape, naftoolid jt. Reaktsiooni an-
navad nii valgus seotud kui ka vaba TyT.
e) Diasoreaktsioon turosiinile ,Ja histldlinile. Diasoreak—
tiivide segu toimel annavad nii valgus olev kui ka vaba Tyr
ning His vastavalt kollakaspunase ja kirsipunase varvuse.
Reaktsiooni segab Trp.
f) Ellmani reaktsioon tausteiinile. Nii vaba kui ka valgus
seotud Cys reageerimisel leeliselises keskkonnas TanTtarm
reagendiga — 5,5-"Litiobis(2—4iitrobensoehappega) eraldub tol-
lase varvusega tionitrobensoehape, mille olemasolu saab maa-
rata *12 nm juures. Reaktsiooni kemism:

HOOC
Cys —
S— S S—-S—Cye
Ellmani reagent tionitro-
bensoehape
(TNBS)

g) Reaktsioon tsusteiinile ja tsustiinile. Kuumutamisel
konts. KOH- v6i NaOH—lahusega toimub valkude hudroluus ning
Cys vOi Cys—Cys vaavel vabaneb sulfiidina (Na2S), mille ole-
masolu t8estatakse musta PbS sademe tekkega.

2. Kromatograafia
Uuritavas segus on AH-—eid vdimalik identifitseerida nen-
de kromatograafilise jaotumise vOi liikumise vordlemisel
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test—AH—-te vastavate parameetritega* Pdhimdtteliselt on ka-
sutatavad kdik kromatograafilised meetodid (vt. praktikum 1),
enamkasutatavateks on kromatograafia tahkel kandjal ning
gaaskromatograafiac

AH—te kvantitatiivne maaramine

1. Varvusreaktsioonid
1* Uldistest varvusreaktsioonidest AH-te uldhulga maarami-—
seks uuritavas segus on enamkasutatav ninhudriinireaktsioon«
mille kaigus tekkiva sinakasvioletse varvuse intensiivsus,
moddetuna 570 nm juures (neeldumismaksimum), annab oC-AH-te
uldhulga uuritavas lahuses. (NBI Kui lahuses on ainult Pro
vOi Hyp, on tekkiva varvusa neeldumismaksimum 440 nm juures).
1.2. Spetsiifilised varvusreaktsioonid. KOiki kvalitatiivse
maaramise juures nimetatud spetsiifilisi varvusreaktsioone
saab pohimotteliselt kasutada ka vastavate konkreetsete AH-te
kvantitatiivseks maaramiseks tekkiva véarvuse intensiivsuse
mdotmise kaudu. Praktikas leiavad kasutamist siiski ainult
JEhrlichi reaktsioon truptofaanile, Sakaguchi reaktsioon ar—
giniinile ja Ellmani reaktsioon tsusteiinile. Teised reakt-
sioonid pole piisavalt spetsiifilised.
2. Neeldumisspektrite meetod

Et Tyr ja Trp omavad selgelt valjendunud neeldumismak—
simumi (275-280 nm), saab sellel lainepikkusel nende huiks
maarata nii seotuna valgus kui ka vabas olekus.
3. Kromatograafia

Uuritava AH-te segu lahutamisel saadud kromatogrammi
alusel on vdimalik leida ka vastavate AH—te hulki. Nii nai-
teks pestakse kromatogrammilt lahutunud AH-d valja ning, vot-
tes arvesse pealekantud lahuse hulka, vOib leida antud AH-e
hulga lahtelahuses. AK-te hulka vOib leida ka antud AH-e
piigi pindala jargi kromatogrammil, arvestades kdikide AH-te
piikide kogupindala.
4. Mikrobioloogilised meetodid pdhinevad mikroobide selliste
mutantide kasutamisel, milledel puudub vdime siunteesida maa—
ratavat AH-t. Registreerides nende mikroobide kasvukiiruse
muutust uuritava segu lisamisel sodtmele (mikroobide suspen-
siooni tiheduse suurenemise jargi; laktobatsillide puhul tek-
kiva piiahappe hulga jargi jne.), saame leida antud AH-e si—
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salduse uuritavas segus, sest mikroobide kasvukiirus on otse-
ses sOltuvuses selle AH—e sisaldusest keskkonnas.

Valkude kvalitatiivne .ja kvantitatiivne maaramine

1. Varvusreaktsioonid
1.1. dGldised varvusreaktsioonid v6imaldavad maarata valgu
olemasolu ja hulka lahuses.
a) Biureedireaktsioon. uhendid, mis sisaldavad peptiidlii—
det, annavad aluselises keskkonnas CuSO” toimel punakasvio—
letse varvuse*. Reaktsiooni nimetus tuleneb sellest, et ana-
loogilise varVuse annab ka biureet, mis tekib karbamiidi lam-
mutamisel tema kahe molekuli uhinemisel.
2 HgU—g—NHZ £o°c —  HgM —%—L—S—NHg + NHj
karbamiid biureet

Biureedireaktsiooni kasutatakse sageli valkude kvalita-
tiivseks ja kvantitatiivseks maaramiseks. Seejuures tuleb
aga arvestada, et reaktsioon poie absoluutse spetsiifilisu-
sega, sest samasuguse varvuse annavad ka moningad mittepep—

tiidsed sidemed (—<jH"TH—; ) ning monin-
gate AH-te (His, Ser, Thr, Asp) vaga ndrgad kontsentratsioonid.
b) Ninhudriinireaktsioon. Tanu vabadele aminoruhmadele (N—
terminaalne ofNH2, Arg-i ja Lys—i vabad N2 ruhmad) anna-
vad valgud ja peptiidid positiivse ninhudriinireaktsiooni,
mida kasutatakse valkude kvalitatiivseks maaramiseks.

1.2a Spetsiifiliste varvusreaktsioonide kasutamine valkude
maaramiseks on suhteline jargmistel pdhjustel: 1) kdik AH-te
mééaramise juures kirjeldatud varvusreaktsioonid baseeruvad
vastava (vastavate) AH-te sisaldusele vOi vastavate AH-te
vahekordadele (vOi jarjestusele) uuritavas valgus; 2) ukski
varvusreaktsioon ei vdimalda valkude segus maarata individu-
aalset valku, v.a. juhul, kui on tegemist individuaalse val-
gu lahusega.

Enamkasutatavateks valkude kvalitatiivseks ja kvantita-
tiivseks maaramiseks on jargmised meetodid.

* Varvuse iseloom sbltub peptiidi pikkusest: dipeptiid - si-
nine, tripeptiid — violetne, tetrapeptiid — punane. Alates
pentapeptiidist on varvus punakasvioletne.



a) Lowry meetod. Lowry jt* meetod (vOi selle teatad modifi-
katsioonid) ©h'senini kdige kasutatavamaks ja tundlikumaks
meetodiks valkude kvantitatiivsel maaramisel lahuses* Meetod
baseerub asjaolul, et fenoolse reagendi (Folin—Ciocalteu reak-
tiiv) toimel tekib leeliselises keskkonnas intensiivne sinine
varvus (moddetakse 680—750 nm juures). Varvuse tekke aluseks
on nii peptiidsidemete kui ka aromaatsete AH-te olemasolu ja
nende teatud jarjestus uuritavas objektis. Meetodi rakendami-
sel tuleb arvestada, et teatud varvuse annavad ka lahuses ole-
vad vabad AH-d.

b) Reaktsioon Ellmani reaktiiviga. Kui uuritav valk sisal-
dab rohkesti Cys, saab tema ligikaudset hulka maarata Ulima-
ni reagendi abil,

2. Neeldumisspektrite meetod

Kuna enamikes valkudes on rohkesti Tyr ja Trp, saab nen-
dele AH-le omase neeldumismaksimumi juures (275-280 nm) maa-
rata valgu hulka uuritavas proovis* Kuigi meetod on suhteli-
selt ebatapne (teda segavad naiteks nukleotiidid), leiab ta
rakendamist massanaluusides*

3« Elektroforees.

Testvalkude ja uuritavate valkude elektroforeetilise
liikuvuse vordlemise kaudu saab kindlaks teha, millised val-
gud esinevad uuritavas proovis* Blektroforegrammide vastav
analuus (densitomeetria) vdimaldab leida valkude hulgad*

4. Immunoloogilised meetodid

Individuaalse valgu maaramise aluseks on tema kdrge bio-
loogiline spetsiifilisus. Valgu kui antigeeni reageerimine
talle vastava antikehaga tfestab antud valgu olemasolu uuri-
tavas segus, antigeeni ja antikeha reaktsioonil tekkiva sa-
deme hulga jargi saab leida antud valgu hulka.
5. Teisi meetodeid
a) K.ieldahli meetod. Kuna lammastiku hulk valkudes on Usna
pusiv suurus (keskmiselt 16%), siis valgus maaratud N hulga
jargi voib arvutada valgu hulka. Kjeldahli meetodit kasuta-
takse tanapaeval reeglina teiste meetoditega saadud tulemus-
te kontrolliks.
b) Keeduproov. Valku sisaldava lahuse luhiajalisel keetmisel
tekib valkjas sade, mis tdestab valgu olemasolu.
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Teadmiste kontroll

1. Kirjutage oC-AH-te ja /4LH-te uldvalem.

2* Kuidas klassifitseeritakse oC-AH-id?

3* Nimetage ja kirjutage AH-te pdohilised keemilised reakt-
sioonid.

4* Andke AH—te kvalitatiivse ja kvantitatiivse maaramise
meetodid ja nende pohiprintsiibid.

5. Loetlege valkude tahtsamad kvantitatiivse maaramise mee-
todid ja selgitage nende olemust.

Kirjandus
1* bepe3oB T.T., KopoBkvH 6.9 ., Buonornyeckaa xvvnga, 1983,
cTp. 10-41.

2, CrtpoeB E.A., Buonorunyeckas xmvmna, 1986, cTp. 26-—35.
3. Loengute konspekt.

Teega nr. 2« VALKUDE STRUKTUUR JA ¥0OsIKOKBEMILISED OMADUSED

Teadmiste algtase
1. AH-te fusikokeemilised omadused

2. AH—te ja valkude kvalitatiivne ja kvantitatiivne maara—
mine

3. Peptiidside, peptiidid. Peptiidide nomenklatuur. N- ja
C—terminaalsed AH-d. Peptiidide omadused

4. Valgud kui hudrofiilsed kolloidid

uldmdisted. ErineVate omaduste ja funktsioonidega valkude
ning peptiidide olemasolu looduses on tingitud erinevustest
nende AH-lises koostises ja ka AH-te jarjestuses (primaar-
struktuuris). Kuna geneetiliselt determineeritud antud val-
gu primaarstruktuur maarab ara tema kdrgemat jarku strukfcuu—
ritasemed, siis on primaarstruktuuri maaramine olulise in-
formatiivsusega. Primaarstruktuuri kindlakstegemise uMskeea
oleks jargmine:

I Individuaalse valgu (peptiidi) isoleerimine.
Il Terminaalsete (otsmiste) AH-te maaramine (viimaste arr
naitab ahelate arvu valgu molekulis).

1. N—-terminaalsete AH—te maaramise meetodid
a) Saneeri meetod. Sangeri reaktiiviga (2,4~dinitrofluoro-—
benseen, WPB) "margistatakse" N—terminaalne AH:
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no2 NOg

, —-oi— " leeliseline
1-O0H-NH2 + keskkond " + HP
. COOH
400H rggﬂ%?{\; 2,4—dinitrobenseen—
aminohape

Jargnevalt valk (peptiid) lohutakse happelise hudroluusiga.
Vorreldes uuritava AH kromatograafilist liikuvust Sangeri
reaktiiviga ”"margistatud" test—AH-te omaga,identifitseeri-
takse N—terminaalne AH,

b) Bdmani deKradatsioonimeetod, N-terminaalne AH **margista—
takse” Bdmani reaktiiviga (feftuulisotiotsuanaat, FITS)., eral—
datakSe valgust (peptlidist) ja identifitseeritakse:

R
¥ ork
cbhb —««c»s + HgN—CH nor (ﬁHS—N‘f\]—&]h—lh
o leeline
FITS \
An NH
nork hape NH
H
ulejaanud polu—
f enuulhudantoiinaminohape peptiidahel

Jargnevalt vdib méargistada jargmise N—terminaalse AH, selle
eraldada ja identifitseerida. Spetsiaalse seadme (sekvenaa-—
tori) abil on dnnestunud N-—terminaalsest polupeptiidahela
otsast, ahelat kahjustamata, madrata umbes 60 AH—t. Astmelisus
ongi selle meetodi oluline eelis, vorrelduna Sangeri meeto-
diga.

c) Ensumaatiline meetod. Aminopeptidaaside luhiajalisel toi-
mel eraldatakse N-—terminaalne AH ja identifitseeritakse see
kromatograafiliselt.

d) Dansuulkloriidi ja pipsuulkloriidi (p—joodfenuulsulfoklo—
riid) meetodid. Esimesel juhul tekib dansuulmérgistatud N—
terminaalne AH, mis identifitseeritakse fluorestsentsi jargi.
Teisel juhul sisaldab N-terminaalne AH ja teda identi-
fitseeritakse radioaktiivsuse alusel.
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2* C—terminaalsete AH-te maaramise meetodid

Kui vaba o(-NH2 on uuritavas objektis modifitseeritud
(nait. muna albumiinis on ta atsetileeritud), tuleb maara—
mist teostada C-terminaalsest otsast.
a) Bdsomaatiline meetod. Karboksupeptidaasidega eraldatakse
vastav C—terminaalne AH, mis jargnevalt identifitseeritakse.
b) Akabori meetod (hudrasinoluus). Uuritava polupeptiidahe—
la todtlemisel hudrSsiiniga I6hustatakse k&ik peptiidsidemed
ja vabanenud AH-test moodustuvad hudrasiinderivaadid. Et C-
terminaalse AH—-e oC-Q0H ei osale peptiidsidemes, siis koi-
gist ahelas olevaist AH-test ei teki ainult temast hidrasiin—
derivaati, mis on tema identifitseerimise aluseks.
c) Redutseerimine boorhudrljdtaa (NaBH" ja LiEH" jt.). Et va-
ba 60—COOH redutseerub primaarseks alkoholiruhmaks, siis hud—
rolulusiproduktide hulgas on alati uks aminoalkohol, mis iden-
tifitseeritakse.

11l Kui molekulis on mitu polupeptiidahelat ja nad on seotud

disulfiidsildade abil, siis ahelad eraldatakse nende sideme-
te I6hkumise abilt

IV Uitme polupeptiidahela olemasolul molekulis maaratakse
nende identsus* VoOrreldakse néiteks nende geelelektroforee—
tilist liikuvust detergendi (Na—dodetsuulsulfaat jt*) juures-
olekul, osalise hudrolulsi produktide kromatograafilist
identsust jne.

V Osaline hudrolius (happeline ja ensumaatiline)

Kasutatakse faktoreid, mis I8huvad ahelat erinevatest
kohtadest luhikesteks peptiidideks. Naiteks I6hub kiula HC1
peptiidsidemeid valikuta, trupsiin pdhiliselt Arg ja bys
oC—CQ0CH poolt moodustatud peptiidsidemeid, kimotripeiin pea-
miselt peptiidsidemeid, milles osaleb Phe, Tyr ja Trp cC-000H*
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Saadud luhikeste peptiidide AH—te jarjestus maaratakse Bdma—
ni, Sangeri, ensumaatiliste jt. meetodite abil. Kdrvutades

erinevate hudroluusifaktorite toimel saadud peptiidide kaar-
ti, tekivad nn* kattuvad kohad, mille alusel saame kindlaks

—_ = ———= —_ kulm HC1
—————————————————— trupsiin
kumotrupsiin

teha primaarstruktuuri*

VT Peptiidi (valgu) primaarstruktuuri 16plik tdestus tema

tehisliku sunteesi kaudu

Sunteesil pole probleemiks mitte peptiidsideme kui sel-
lise sUntees, vaid slnteesi suunamine ja juhtimine nii, et
peptiidsidemesse sisestuksid vajaliku AH-e <~3lP ja 00-COCH
ruhm. Selleks kasutatakse kahte vOtet - <'aktivatsiooni'l ja
"kaitset"* Aminoruhma "kaitstakse" atsuulimisega, karbdksuul-—
fuhma - asterdamisega*'Kaitsvad faktorid peavad olema selli-
sed, et nende hilisem eemaldamine jataks peptiidsideme ter-

veks* Karboksuulruhma "aktiveeritakse" muundamisega klooran-—
hudriidiks kas tionuulkloriidi (S0C12) vodi fosfopentaklorii—
di (PC15) abil.

Kaasajal kasutatakse "kaitse" ja "aktivatsiooni" vot-
teid ioonvahetajal labiviidaval tédhkefaasilisel Merrifieldi
sunteesil (joon. 4 )* Kuigi sel juhul on kasutusel automaat-
ne Merrifieldi sintesaator, mis v@imaldab teostada reaktsi-
oone programmeeritud jarjestuses uUhes ja samas reaktsiooni—
kambris, kuhu doseeritakse vastavate pumpadega vajalikke
reaktiive, on slUntees tooeriiukas ja pikaajaline, sest "kait-
se" ja "aktivatsiooni" operatsioone peab kordama iga jlrgne—
va AH-e liitmisel* (Tflhkefaasilise meetodiga sunteesiti ri—
bonukleaas, mis koosneb 124 AH-—jaagist. Protsess koosnes
369—st keemilisest reaktsioonist ja 11931-st automaatsest
staadiumist ja toimus ilma vaheuhendite eemaldamiseta* Uhe
peptiidsideme slnteesiks kulus ligikaudu 4 tundi)*

C—terminaalne AH seotakse o0"-COOH abil ioonvahetaja
kulge ning temaga liidetakse "kaitstud" oC-NHg—ga AH, mille
<—COOH on "aktiveeritud" PCI™ vdi SOC12 abil.
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kondenseeriv
reagent

ioniidi

'kaitsev” "aktiveeriv"
osake

grupp grupp

22 b ~0 : H
HjC —jj—NH-CB— CO—NH— CH kaitse eemaldamine

dipeptiid koos ioniidi 0Oa "aktiveeritud" d>-COOH-ga
osakesega liitmine

Jjne. aini vaoaj.iicu
tripeptiid koos ioniidi pikkusega peptiidahe—
osakesega lani

Joon. 4. Valgu (peptiidi) tehisliku sunteesi uldskeem.

Peale sunteesi I0opetamist eemaldatakse peptiidahel io—
niidilt reaktsioonidega, mis ei I6hu peptiidsidemeid.

Kaasajaks on tehislikult sinteesitud rida peptiide (val-
ke), millest paljud on fusioloogiliselt aktiivsed ja kujuta-
vad endast olulisi farmakopreparaate (nait. hupofuusi hor-
moonid — oksutotsiin (9 AH-t), vasopressiin (9 AH-t), AKTH
(39 AH-1), pankrease hormoon insuliin (51 AH-t) jt. ). Kaas-
ajal teostatakse valkude ning bioaktiivsete peptiidide sun-
teesi insenergeneetika ja biotehnoloogia meetoditega.

Tehislikult on sunteesitud ka rida homopolipeptiide
(polupeptiidahelad, mis moodustuvad Uhe ja sama AH-e polu—
kondensatsioonil, nait. poli—Ala). Nende suntees on lihtsam,
kuna ta kulgeb peale initsieerimist spontaanselt. Ahela pik-
kuse maéarab t°, lahusti ja reaktsiooni initsieerija loomus.
Kuigi—homopolupeptiide looduses pole, annab nende uurimine
olulist informatsiooni peptiidide sekundaarstruktuuri ja fu—
siko—keemiliste omaduste kohta.

Peale primaarstruktuuri eristatakse valkudel veel jarg-
misi struktuuritasemeid:
Sekundaaratruktuur — helitseerunud konformatsioon, mis fik—
seeritakse ruumis vesiniksidemete abil. Viimaste moodustumi—
ses on pdhiline osa peptiidgrupil, kusjuures vesinikside—
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med moodustuvad kas ahelasiseselt ( <*—heelksi puhul) Vv&i

oo #H Qeee ahelate vaheliselt <R3-
\ ./ \ / _ _
T bl _ T M T konformatsiooni e.
n n voltstruktuuri puhul)*

(uhe keeru moodustavad 3»7 AH—e jaaki)

Tertsiaarstruktuur — valgumolekuli kolmemdédtmeline ruumiku—
jund, mis tekib polupeptiidahela spetsiifilisel kokkukagar—
dumisel ning mille stabiliseerimisel on olulisimad jargmised
ndrgad (mittekovalentsed) sidemed (joon* 5):

1) ioonsidemed (a), millede teke tuleneb vastasnimeliselt lae-
tud gruppide elektrostaatilisest interaktsioonist. (—NHj+ ja
—C~— vaheline ioonside on stabiilsem molekuli hudrofoobses
osas, sest vesi Hudratiseerib neid ruhmi),

2) hiudrofoobsed vastastikused toimed (b) apolaarsete gruppi-
de vahel (nn. van der Waalsi joud), mis tekivad hudrofoobse—
te rihmade teatud lahedusel elektronpilvede kattumise tottu,
3) vesinik3idemedt mis tekivad peptiidgruppide vahel (c”),
happe ja alkoholigrupi vahel (02), fenoolse OH ja imidasool—
grupi vahel (c”).

O © © ©OO

Arg (Lys,His) Vai (lie) Phe Ala Glu Tyr

Glu (Asp) Ala Phe Ala Ser His

Joon, 5« Tertsiaarstruktuuri stabiliseerivad sidemed.

Peale nende sidemete osalevad valkude tertsiaarstruktuu-
ri stabiliseerimisel ka fosfaatsillad e. fosfoestersidemed

M S/>H *
(-C—0—P—0—) ning disulfiidsidemed Cys—jaakide SH—gruppi—
(HS—S-]). de vahel

Kvaternaarstruktuur — valgu molekulis esinevate erinevate

polupeptiidahelate (subuhikute) kindel vastastikune ruumili-
ne paigutus. Seejuures on subihikud seotud ndrkade mitteko—
valentsete sidemetega ning kujutavad endast Uhtset tervikut
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struktuurses ja funktsionaalses mottes.

Valgumolekuli sekundaar—, tertsiaar— ja kvaternaarstruk-
tuuri (ruumilise struktuuri) tahistamiseks kasutatakse ka
makrostruktuuri véi konformatsiooni mdisteid.

Valkude kui kérgmolekulaarsete Uhendite lahused kuula-
vad tdeliste lahuste hulka, kuid molekuli suured mdotmed an-
navad nende lahustele kolloidlahuste omadused (molekulide
vaike difusioonikiirus, madal osmootne rdhk, nad ei labi bio—
membraane ja hajutavad lahust labivat valgust - Tyndalli
efekt jt*)* Valkude kolloidolekut stabiliseerivad
a) molekuli elektrilaengud, mis on tingitud valkude kui amfo—
teersete poluelektroluutide molekulis olevatest ioniseeruva—
test rihmadest
b) molekuli hudraat— e* solvaatkiht. veemolekulide kiht, mis
on tingitud valgumolekuli elektrilaengutest (pindmine hudra-—
tatsioon) ning hudrofiilsete (polaarsete) gruppide olemasolust
molekulis (—-SH, —OH, mittedissotsieerunud —COOH ja -fl2,

NH2 jt*)* Viimased tingivad sisemise e* pdhilise hudra—
tatsiooni* Seejuures langeb peptiidsidemete arvele ca 2/3
solvaatveest*

Keskkonna pH-st sdltuvalt voib valk olla polukatioonina
vOi poluanioonina. pH vaartust, mille juures valgumolekuli
summaarne laeng on 0, nim. valgu isoelektriliseks tapiks
(pl) ning selle juures on valgulahusel minimaalne stabiil-
sus. Valgu kvantitatiivseks sadestamiseks viiakse keskkonna
pH pl-le vastavaks (k&rvaldatakse tdukuvad laengud) ning ka-
sutades neutraalsoolade lahust eemaldatakse molekuli hudraat—
kiht. P66rdumatul sadestamisel, mis muudab makrostruktuuri
ja kutsub esile valkude denaturatsiooni ning sadestumise,

kasutatakse tugevaid happeid, raskmetallide sooli, kd&rget
temperatuuri.

Valkude klassifikatsioon. Klassifitseerimise vbéimalusi
on mitmeid. Pusikokeemiline klassifikatsioon* mille jargi
eristatakse: 1) polaarsed e. hudrofiilsed valgud (lahustu-
vad valgud); 2) apolaarsed e. hudrofoobsed valgud (praktili-
selt lahustumatud valgud); 3) amfifiilsed e. amfipaatsed
valgud (molekuli uks osa on polaarne, teine apolaarnej reeg-
lina on need membraansed valgud* Klassifikatsioon struktuuri
Ziargi (levinuim klassifikatsioon), mille kohaselt jagunevad
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valgud* "0

lihtvalkudeks (proteiinid e. aproteiinid),
koosnevad ainult AH-test ja 2)

mis

liitvalkudeks (holoproteii—

nid), mis sisaldavad peale AH-te veel mittevalgulist kompo-
nenti e0 prosteetilist ruhma. Lihtvalke jagatakse kahte
gruppi (konformatsiooni ja lahustuvuse alusels a) fibrillaar—
sed valgud (niitjad, ko&rvutiasetsevad polupeptiidahelad),
millede hulka kuuluvad jargmised ruhmad: kollageenid, elas—

tiinid, keratiinid, fibroiinid, muosiinidj

b) globullaarsed

valgud (sfaarilised, polupeptiidahelad on kokkukagardunud,
levinuimad ja arvukamad lihtvalgud, siia kuuluvad naiteks
kdik ensuumid), millede rihmadeks on: albumiinid, globulii—
nid, histoonid, protamiinid, prolamiinid, gluteliinid. Jarg-—
nevas tabelis on toodud kahe pohiruhma iseloomustus.

Lahustuvus
a) dest. vees

b) ndrgas soola-
lahuses

c) poolkullasta—
tud (NH~)A

d) taiskullasta—
tud (NH”~gSO~
Mr
ul
Konnugatsioon

Adsorbeeriv voime

Pohifunktsioonid

Tahtsamad
esindajad

Albumiinid

— (sadenevad)
15000 —80000

4,6-4,7
(enamik happelised
valgud)

Adsorbeerivad ker-
gesti SV ja lipiide
V~Are osmootse réhu
sailitamine, vere
puhverfunktsioon,
vee, rasvhapete,
vitamiinide j koles-
terooli, ravimite
jne transport

Seerumi albumiin
Laktalbumiin (piim)
Ovoalbumiin (muna)

Globuliinid

— (sadenevad)

100 000 kuni
mitu miljonit

(ndrgalt"happeli-
sed, neutraalsed)

Seostuvad kergesti
SV ja lipiididega

Funktsioone on va-
ga paljujfantike—
had; ensuumid; SV,
lipiidide, metal-
lide transport
one)

Ensuumid
Vere globuliinid
t.

Liitvalke jagatakse vastavateks gruppideks proateetili—
se ruhma (PR) jargi. Nii eristatakse: fosfoproteiine (PR—ks

on fosfaatgrupp),
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lesterool,

triglutseriidid) , mukoproteiine Cglukoprotei”jiri)

(PR—ks on susivesikud), nukleoproteiine (FR—-k3 on NH-d),

kromoproteiine (PR—ks on pigment), metalloproteiine (PR—ks

on metall).

Valke klassifitseeritakse ka nende funktsiooni
(funktsionaalne klassifikatsioon).

nev tabel.
Valkude klass
funktsiooni
jargi

snsWJmid

TRANSPORT—
VALGUD

STRUKTUUR—
VALGUD

KONTRAKTIILSED
VALGUD

KAITSSVALGUD

REGULAARSED
VALGUD

RETSEPTOR—
VALGUD

TOITELISED JA
VARUVALGUD

Tuupilised
esindajad

riljonukleaas
trupsiin
sjjktsinaadi de—
hudrogenaas
alkoholi dehud-
rogenaas
tsutokroom C

hemoglobiin
sgerumalbumiin
muoglobiin
transferriin

kol lageen
elastiin
keratiin
siidfibroiin

muosiin
aktiin
tgbuliin
duneiin

immunoglobuliinid
fibrinogeen
tromfciin
maomurgid
bakteriaalsed
toksiinid

insuliin
somatotropiin
kortikotropiin
repressorid

rodopsiin *

kolinoretseptorid
(muskariinne,
nikotiinne)
LDL—retseptor

gliodiin
ovoalbumiin_
piima kaseiin

alusel

seda illustreerib jarg-

Prostegti— MglekuU
line ruhm valiskuju
flaviin— G
nukleotiidid (globu-
2n laarne)
heem (Pe)
neem
sahhariid G
heem
Pe
P
- (fibril—
laarne)
- F
sahhariid
sahhariid
sahhariid G
- G
retinaal
(vitamiin A)
sahhariid
sahhariid
sahhariid G
fosfor



Teadmiste kontroll

1* Kirjeldage valkude (peptiidide) primaarstruktuuri maara—
mise etappe*

2* Mis on tahkefaasiline peptiidide slntees?

3* Mis on bomopolupeptiidid?

4* Defineerige valkude struktuuritasemed. Mis on ndrgad side-
med? Nimetage need sidemed.

5. Kuidas teostada valkude kvantitatiivset sadestamist? Mil-
listel praktilistel eesmarkidel kasutatakse valkude sades-
tamist?

6* Mis on denaturatsioon ja mis on renaturatsioon?

7. Mis on koagulatsioon?

8. Kuidas valke klassifitseeritakse?

Kirjandus

1* Bepesos T.T., KopoBkvH B.9., Buosorndeckas xvmus, 1983,
cTp. 41-"70.

2. CrtpoeB E.A., Buonorunyeckas'xummsa, 1986, ctp. 35-60.

3* Loengute konspekt—.

Teoreetilis—laboratoorne praktikum nr. 3

Teema nr. 1. SUSIVESIKUTE KVALITATIIVNE NING KVANTITATIIVNE

mITramins

Teadmiste algtase:

1. Poolatsetaalne hudroksuulruhm susivesikutes. Susivesikute
optiline aktiivsus. D- ja L-rea monoosid. oC- ja /3—iso—
meerid. Glukosiidside.

2. Tahtsamad monoosid ning nende derivaadid (gliutseeraldebuid,
dihtdroksuatsetoon, erutroos, riboos, desoksuriboos, ribu—
loos, ksululoos, 'sedubeptuloos, glukoos, galaktoos, man—
noos, fruktoos, glukuroonhape, glikoos—1-P, glikoos—6-P,
fruktoos—1-P, fruktoos-1,6—diP, oC-D-glukosamiin).

3* Tabtsamad disahhariidid (sahharoos, laktoos, maltoos)*
Homo— ja heteropolioosid (esindajad).

4. Susivesikute redoksomadused. Osasoonide ja hidrasoonide
moodustumine*

uldmoisted. Susivesikud (SV) on looduses, eriti taimeriigis

(80—90% kuivkaalust), laialdaselt levinud. Kuigi loomorganis—
mides on SV-d vaid keskmiselt 2% kuivkaalust, taidavad nad



olulisi bioloogilisi funktsioone: 1* Energeetiline funktsi-
oon* Glukoosi taielik oksudatsioon rakkudes H20-ks ja C02-ks
rahuldab 55J6 kogu organismi energiavajadusest, 2, Struktuur-
ne funktsioon» Monoosid on poluooside monomeerideks; gluko—
proteiinid ja glukolipiidid on biomembraanide komponendid}
mukopolioosid on luude, kdhrede ja sidekoe komponendid*

3, Kaitsefunktsioon, Selles osalevad limade mukopoluoosid,
glukoproteiinsed antikehad ja mitmed verehtubimisfaktorid,
Glukuroonhape osaleb kahjulike ainete detoksikatsioonis«

4, Bioregulatoorne funktsioon» SV—-d on mdningate hormoonide
ja koenstiumide komponentideks, 5» Biosunteetiline funkt-
sioon, SV—te metaboliidid - puruvaat, laktaat jt. on rasvha—
pete, asendatavate AH-te jt, Uhendite C-skeleti aluseks. Lah-
tudes riboosist toimub nukleotiidide ja nukleiinhapete bio—
sintees, 6, Varufunktsioon, Varuainena esineb maksa ja lihas-
te glukogeen.

Loomorganismide pShisusivesikuks on glikoos, mis kuulub
vere ja koevedelike koostisse. Teistest SV-st esineb loomor—
ganismides glukogeeni, fruktoosi, galaktoosi, riboosi, desok—
suriboosi, laktoosi.

M Klassifikatsioon. SV on poluhudroksualdehuudid voi
poluhudroksuketoonid (vdi nende mdlemate derivaadid). Koige
levinum on struktuurne klassifikatsioon (vt. skeem).

Teadmiste kontroll

1, Kirjutage glukoosi, fruktoosi ja sahharoosi tsuklilised
valemid,

2, Nimetage koos naidetega SV-te tahtsamad bioloogilised
funktsioonid,

3» Millised funktsionaalsed rihmad on SV-te redoksomaduste
aluseks?

4—, Omandage SV struktuurne klassifikatsioon.

Kirjandus

1, bepe3oB T.T., KopoBkvH 6.®., bBuororndyeckaa xmvmga, 1983»
CTp. 299-307.

2, CtpoeB E.A., Buonorvdeokasa xummsi, 1986, ctp. 60-59.

3, Loengute konspekt.
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Monootuild. Oligosahhariidid Poluoosid
(di—, tri—, tetra— (monodsiJaake
jne sahhariidid) ule 10)
Sahharoos, Laktoos
Maltoos
Erinevad, monoosid
triooaid (3 C)

- Hetgro—
tetroosid (4 C) poluoosid poluoosid
pentoosid (5 C) (eA homo— Hualuroonhape
heksoosid (6 C) glukaanid) Kondroitin—

heptoosid (7 C) tarklis, glu— sulfaat
oktooaid (8 C)* kogeen, tsel- Hepariin
nonoosid (96)* luloos, dekst— Eeratosulfaat
dekoosid (10 C)* raanid, kitiin, Siaalhapet si—
P galdavad
pektiinained,. tihendid

inuliin, agar—
agar, hemitsel-
luloosid

Monooside derivaadid

Uroonbapped Glukosiidid
glukuroonhape nukleosiidid
galakturoonhape nukleotiidld
dt. nukleotiidsed

kofermendid
—Aarhapped Fosfosahhariidid
glukaarhape glukoos—6P
galaktaarhape fruktoos—-1,6—diP
dt. jt.

Aminosuhkrud
glukoosamiin
galaktoosamiin
dt.

¢ looduses ei esine

44



Teema nr. 2. LIPIIDIDE KVALITATIIVNE JA KVANTITATIIVNE
MURAMINE

Teadmiste algtase
1. Glutserool ja tahtsamad rasvhapped (palmitiin—, steariin—,
oleiin—, linool—-, linoleen— ja arahhidoonhape).
2* Neutraalrasvad ja vahad. Neutraalrasvade hudrolnis ja
seebistumine.
3. Lipiidide amfifliisus.
uldmdisted. Termin "lipiidid" Uhendab orgaanilisi aineid,
mis on erineva keemilise koostisega, kuid on oma struktuu-
rilt alkoholi ja rasvhapete estrid. Lipiidid ei lahustu
vees, kuid lahustuvad vaga hasti orgaanilistes lahustites:
benseenis, kloroformis, tetrakloorsusinikus, atsetoonis,
kuumas piirituses, dietuuleetris jt. Lipiidide lihtsaim
klassifikatsioon jagab lipiidid kaheks klassiks: a) neut—
raalrasvad e. triatsuulglutserudid (glutserooli ja rasv-
hapete estrid), b) lipoidid e. rasvataolised ained.
Levinud on ka teised klassifikatsioonid. Struktuurse
klassifikatsiooni jargi jagunevad lipiidids
I. Lipiidsed monomeerid (e. uhekomponendilised lipiidid)
1) Kdrgemad normaalsed, hargnenud ja kullastumata su-
sivesinikud
2) Korgemad alifaatsed alkoholid, aldehuidid, ketoo—
nid
3) Isoprenoidid ja nende derivaadid (terpeenid, ste—
roidtuuma sisaldavad Uhendid: kolesterool, steroidsed hormoo-
nid, sapphapped, vitameerid D, steroidsed glukosiidid ja al-
kaloidid)
4) Koérgemad aminoalkoholid (sfingosiin)
5) Koérgemad poluoosid
6) Rasvhapped
1. Mitmekomponendilised lipiidid (koosnevad lipiidsetest
monomeeridest)
1. Lihtlipildld
a) Neutraalrasvad e. triatsuulglutseriidid (glut-
serooli ja rasvhapete estrid, looraorganismide lipiidide pohi-
mass)

b) Vahad (kdrgemate Uhealuseliste alkoholide ja
rasvhapete estrid)
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c) Atsuulglutseriinid

d) Dioolsed lipiidid e. atsuuldioolid (kahealasallste
alkoholide e. dioolide ja rasvhapete estrid)

e) Steriidid (steroolide e. steriinide ja rasvhapete
estrid)

2. Sega— e. liitlipiidid (sisaldavad erinevalt lihtli—

piididest mittelipiidset komponenti)

a) Posfolipiidid e. fosfatiidid (lipiidide fosfoest—

rid) — fosfoglutseriidid (glutseriidide fosfoestrid)
— dioolsed fosfatiidid (dioolsete lipiidide fosfo-
estrid)

— sfingofosfolipiidid e. sfingofosfatiidid (sfin—
gosiini fosfoestrid)
b) Glukolipiidid (segalipiidid, mis sisaldavad susi-—
vesikalist komponenti)
— tserebrosiidid
— salfolipiidid
— gangliosiidid
3» Segamakromolekulid
a) lipoproteiinid
b) proteolipiidid
c) fosfatidopeptiidid
d) lipoaminoalkoholid
e) lipopoluoosid

Bioloogiline (fusioloogiline) klassifikatsioon» Selle
kohaselt jagunevad lipiidid: a) reservlipiidideks. mis de-
poneeritakse suures koguses ja kasutatakse organismi energee-—
tilisteks vajadusteks. Taiskasvanud inimese, organismis on
10-12 kg lipiide, millest 7-8 kg on reservlipiidid (nende pd-
himassi moodustavad triglutseriidid); b) struktuurseteks
lipiidideks, mis on biomembraanide ehituskomponendiks.

Fusikokeemillne klassifikatsioon. Arvestab lipiidide
polaarsust ja jagab lipiidid: a) apolaarseteks e. neutraal-
seteks (ei oma laengut) ja b) polaarseteks (omavad laengut).

Lipiidid taidavad olalisi bioloogilisi funktsioone:

1) energeetiline funktsioon - rasvhapete oksudatsioon oh olu-
liseks energiaallikaks; 2) struktuurne funktsioon - fosfoli-
piidid on bioloogiliste membraanide universaalseteks kompo-

nentideks; gangliosiidid on plasmamembraanis olevate mitmete



retseptorite komponentideks; protoplasmaatiline rasv kuulub

protoplasma struktuuri; 3) bioregulatoorne funktsioon - se-

da taidavad mitmed bioaktiivsed steroidid; gangliosiidid

taastavad aju elektrilise arritatavuse; polukillastatud rasv—

happed (arahhidoonhape) on prostaglandiinide jt* bioaktiiv-

sete prostanoidide (prostatsukliinid, tromboksaanid) suntee-

sil lahtetuhendiks ja biomembraanide tahke—vedela oleku re-

guleerijad; 4) kaitsefunktsioon — mitmed gangliosiidid ja

kardiolipiinid on seotud immunoloogiliste reaktsioonidega;

nahaalune rasvkude osaleb mehhaanilises kaitses ja termoregu—

latsioonis.

Teadmiste kontroll

1. Kirjutage vabalt valitud triatsuulglutseriidi hudroluusi—
reaktsioon.

2* Mis on lipiidid ja kuidas neid klassifitseeritakse?

3. Nimetage (koos naidetega) lipiidide bioloogilised funktsi-
oonid.

Kir.iandus

1* bepe3oB T.T., KopoBkvH B.®., Buvorormnyeckas xvmmga, 1983,
cTp. 366-—380.

2. CrpoeB E.A., bvonornyeckasa xmvmusi, 1986, ctp. 84-—-98.

3. Loengute konspekt.

Teoreetilis—laboratoorne praktikum nr. 4

NUKLEI'INHAPETE JA NENDE KOMPONENTIDE KVALITATIIVNE

JA KVANTITATIIVNE MURAMINE
Teadmiste algtase

1. Heterotsuklilised N-sisaldavad alused (puriin, purimidiin).
2. N—glukosiidside ja fosfoesterside*
3» Ribonukleiinhape (HNA) ja desoksuribonukleiinhape (ENA).

uldmdisted. Nukleiinhapped (NH-d) on lineaarsed polumeerid
(Mr 20000 kuni mitu miljonit), millede monomeerideks on mono—
nukleotiidid (nukleotiidid). Nukleotiidide koostisse kuuluvad
pentoosijaagid — R-D-riboos vOi R-D-2-desoksuriboos, mis
on aluseks NH—te jagamisel vastavalt ribonukleiinhapeteks
(KNA) ja desoksuribonukleiinhapeteks (WU A), fosfaadijadk ja
heterotsukliline N—alus. Viimane on kas puriiniderivaat (ade—
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niin, guaniin) vOi purimidiinderivaat (uratsiil, tumiin, tsa—
tosiin).

nh2
.

tTTss rr>

H-JT
pariin adeniin (A) guaniin (G)
d—aminopuriin 2—amino—,6—hudroksu—
puriin
OH NHc

n Ji

purimidiin uratsiil (V) tumiin (1) tsutosiin (C)

246Ndihudrok— 2A6-dihudrok— 2~hudroksu—,6—
supurimidiin SjE—-5—*metuul— aminopurimidiin
purimidiin
Joon* 6* NH—te N-alused

H N

NH—te hudroksuulruhmi sisaldavatele N-alustele on omano
keto—enool tautomeeria:

0
H JT !
uratsiil uratsiil
(enool) (keto)

Seostumise korral teiste komponentidega on blaiused keto—

vormis*
Peale pohiliste N-aluste on leitud ka nn* minoorseid

N—aluseid (pohiliselt vabade vormidena) nagu 2—metuuladeniin,
3—metuuladeniin, 3-—metuulguaniin, 5—metuultsutoaiin, kusiha—
pe9 ksantiin, hupoksantiin, kofeiin, teobromiin, tiouratsiil
jt* Paljud, neist on olulise farmakoloogilise efektiga#

Kui N—alus uUhineb N—glukosiidsideme abil riboosi voi
desoksuriboosiga, saame vastavalt ribo— v0i desoksuribonuk—
leosiidi* Selle fosforuulumisel moodustub nukleotiid (vt.

joonis 7)*
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5 voi 9 (vastavalt purimidiin—
voi porilnalus)

riboos (voi desoksuriboos)

I nukleosiid |

nukleotiid j

Joon. 7 Nukleosiidi ja nukleotiidi ehitus.

Klassifikatsioon. Nukleosiidi nimetus tuleneb N—«luse
nimetusest (adenosiin, guanosiin, tsutidiin, uridiin, timi—
diin), millele desoksunukleosiidi puhul lisatakse eesliide
(desoksuadenosiin jne). Nukleotiidide nimed sisaldavad nuk-
leosiidi nime ning fosforhappe jaakide arvu (adenosiinmono-—
fosfaat e. AMP, guanosiinmonofosfaat e. GMP, adenosiindifos—
faat e. ADP, adenosiintrifosfaat e. ATP). Deeoksunukleotudi
puhul kasutatakse eesliidet "desoksu—** (dAMP e. deaoksuadeno—
eiinmonofosfaat)e

NH—tes on vahesel maaral leitud ka nn* "minoorseid" nuk—
leosiide (ribotumidiin,dihtUirouridiin, pseudduridiin). Paeu—
douridiinis on N-alus ja ST komponent seostunud mitte N-C
sidemega, vaid C-C sideme abil* Nukleoaiidse ehitusega on ka
mitmed antibiootikumid (spongosun, nebulasin, puromutsiin,
tubertsidiin)e

N—aluseid ja nukleotiide iseloomustab neeldumismaksimu»
255*280 nm juures, mida kasutatakse nende tuvastamisel.

Kuigi WA-1 ja BNA-1 on Uhesugune primaarstruktuuri ehi—
tusprintsiip, taidavad nad erinevaid bioloogilisi funktsioone.
LA on geneetilise informatsiooni sailitamise ja edasiandmi-
se esmaseks materiaalseks substraadiks. Tema nukleotiidses
jarjestuses sisalduv informatsioon antakse edasi replikatsi-—
ooni teel. ENA erinevad tuubid (mHNA, tENA, rENA) osalevad
valkude biosunteesi mehhanismis, kindlustades WA-s oleva in-
formatsiooni translatsiooni valkude spetsiifiliseks primaar-
struktuuriks (AH-te jarjestuseks).
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Teadmiste kontrol

1» Kirjutage adeniini, guaniini, uratsiili, tumiini ja tsu—
tosiini valemid,

2# Andke koikide ribo— ja desoksuribonukleosiidide ning ribo—
ja desoksuribonukleotiidide nimetused ja sumbolid*

3. Kirjutage adenosiini, tumidiini, GMP ja CMP valemid,

4, Kirjeldage NH—te primaar—, sekundaar— ja tertsiaarstruk-—

tuuri.

Kirjandus

1* bepesoB T.T., KopoBkvH B.®., Buonorundeckas xmmus, 1983,
cTp. 94-113.

2. CtpoeB E.A., buonornyeckaa xmmns, 1966, ctp. 69—84.
3. Loengute konspekt.

Teoreetilis—laboratoome praktikum nr. 5

Teema: EHSUUMID
Teadmiste algtase:
1. Keemilise katallUusi ja katalUsaatori pdhimdisted.
2. nPAktiivsedM molekulid ja keemilise reaktsiooni aktivat—

Sioonienergia.
3. Keemiliste reaktsioonide kineetika pdhimdisted.
4. Ensuumid kui valgud.
uldmoéisted. Ensulimideks (E—deks) nimetatakse spetsiifilisi
liht— ja liitvalke, mis taidavad elusorganismides biokatalu—
saatorite funktsiooni. Kuna E—me silnteesitakse organismis en-
das, siis on nad valgulised endogeensed biokatallsaatorid.
Tanu valgulisele loomusele iseloomustab E—me kdrgmolekulaar—
sus, amfoteersus, hudrofiilsus, denatureeruvus ja kristaliu-—
vus. E—de jaoks kehtivad kdik katalusaatoreile iseloomulikud
tunnused, kuid ensuumkatalUis evib ka rida spetsiifilisi joo-
ni (E-me iseloomustab toime kdrge spetsiifilisus ja ulikdrge
molekulaarne aktiivsus; E-d on reguleeritava aktiivsusega ka-
talUsaatorid; nende endi suntees on geneetiliselt determinee-
ritud; ensuumreaktsioonide kulg on elusorganismis omavahel
koordineeritud).

E—me vOib ehituselt jagada kahte gruppi: a) Uhekompo-—

nendilised enstumvalgud (koosnevad ainult AH-test), b) kahe—
komponendilised e. konswmkeerunud ensuumvalgud (sisaldavad
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peale valgulise komponendi veel mittevalguliat osa)* Konju—
geerunud ensuumvalkude puhul kasutatakse jargnevat liigen-
dust (joon. 8)*

Holoensuum (tervikkompleks,
"sumpleks")
Kofaktor
(valguline osa, "feroon") (mittevalguline osa, "agoon")

Joon. 8. Konjugeerunud ensuumvalgu komponendid

Konjugeerunud ensuumvalgu kofaktorite hulgas eristatak-
se metallide ioone ja koenstiume*

Apoensuimi ja kofaktori funktsioonid on erinevad* Apoen—
sUUm maarab antud konjugeerunud ensuumvalgu toime spetsiifi-
lisuse, mangib pdhirolli substraadi sidumises ja aktiveerib
kofaktorit. Kofaktor stabiliseerib apoensuumi, kindlustab kon-
jugeerunud ensuumvalgu kérge aktiivsuse ja osaleb vahetult
ensuumkatalutsis (kofaktorite, eriti koensuumide konkreetset
rolli vt* praktikum nr* 6)*

Ensuumide klassifikatsioon. Ensuumi nimetus saadakse
substraadi (S) nimetusest, millele lisatakse jarellide -
"aas"* Kasutusel on ka ajalooliselt kujunenud triviaalsed ni—
vetuSed, nait* pepsiin, trupsiin, kumotrupsiin jt* Multien—
suumkomplekside puhul kasutatakse lisandit "sUsteem", nait*
puruvaadi dehidrogenaasi sltsteem* Katalulsitava reaktsiooni-—
tudbi alusel (arvestades ka S—di nimetust) jagatakse E-d
kuude pdhiklassi: 1) oksudoreduktaasld — katalUusivad red—
oks—protsesse, teostades prootonite ja elektronide ulekannet
donaatorilt aktseptorile; 2) transferaasid — katallusivad
funktsionaalsete gruppide (radikaalide) ulekannet» 3) hidro—
laasid — hudroluusivad veemolekuli osalemisel kd&iki sidemeid
peale sideme C-C; 4) luaasid — I8bustavad mittehudroluutili—
selt sidemeid C-C, C-0, C—fl, C-S, kusjuures tihti kaasneb
sellega kiullastumata uUhendite teke; 5) isomeraasid — kata-
luusivad isomerisatsioonireaktsioone (nait. aldooside ja ke-—
tooside vastastikused uleminekud; funktsionaalsete gruppide
molekulisisesed uUlekanded); 6) ligaasid (suntetaasid) - kata-

luusivad slnteesireaktsioone makroergiliste Uhendite energia
arvel.



E—de tépseks iseloomustamiseks on koostatud rahvusvahe-
line klassifikatsioon (EC), millesse on koondatud ule 2100
ensUumi* lga ensuumi téhistamiseks on kehtestatud neljanumb-—
riline suUsteem. Nii naiteks on pepsiini klassifikatsiooni num-
ber —EC.3*4.4.1., kus 3 naitab, et ta on hudrolaaside pd&hi—
klassist, 4 — kuulub ala—klassi, mis hudroluusib valkude pep—
tiilsidemeid, jargmine 4 naitab, et ta kuulub ala-ala—klassi,
mis 16hub neid peptiidsidemeid, mille karbonuulruhma moodus-
tavad aromaatsed aminohapped (ta on endopeptidaas) ja 1 nai-
tab pepsiini jarjekorranumbrit ala—ala—klassis* EC-s on too-
dud ka antud E-de sistemaatiline ning tdonimetus, tema poolt
kataluusitav reaktsioon ning taiendavad markmed. *

Ensuumreaktsiooni kineetika. E-mi molekuli teatud osa
nimetatakse aktiivtsentriks. Aktiivtsentri 16plik formeeru-
mine toimub alles S—di manulusel. Substraat seostub aktiiv-
tsentri osaga, mida nimetatakse sidumistsentriks. S—di muun-
dumine produktiks (P) toimub aktiivtsestri kataluutilises
osas (kataluutilises tsentris). Osadel E—*lel esineb peale
aktiivtsentri veel regulatoorne e. allosteeriline tsenter*
Selle lokalisatsioon ei Uhti aktiivtsentriga. Allosteerilise
tsentri kaudu toimub ensuumaktiivsuse regulatsioon, kuna min-
gi efektor, Uhinedes allosteerilise tsentriga, tingib ensuum—
valgu konformatsiooni muutumise, mistéttu muutub ka aktiiv-
tsentri konfiguratsioon (st» S—di kataluus kas kiireneb voi
aeglustub)*

Lihtsustatult ja uldistatult vdib ensuumreaktsiooni
esitada jargmise uldise skeemina*
;=

k-1

kus k+1, k~ ja kt+2 on vastavate reaktsioonide kiirus—
konstandid; ES on ensuum-substraatne kompleks*

Reaktsioonikiirust valjendatakse seejuures muundunud
S—di hulga kaudu ajauhiku kohta (mool/s). Ensuumreaktsiooni—
de kineetika, mille aluseks on keemilise kineetika pohiprint-
siibid, uuribki reaktsioonikiiruse soltuvust reageerivate
ainete loomusest, nende ainete vastastikusest toimest, E—mi
ja S—di kontsentratsioonist (vastavalt [e] Jja [s]) ning kesk-
konna faktoritest, Ensuumreaktsiooni kiirusele mdjuvad seega:
E-—mi ja S—di keemiline loomus, [e] ja [sj, temperatuur (tea—
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tud piirini), keskkonna pH, aktivaatori vdi inhibiitori (1)
olemasolu, konjugeerunud enstumvalgu puhul ka kofaktori kont-
sentratsioon ning keskkonna ioontugevus ja redoks-—seisund.
P&hilise informatsiooni antud ensuumreaktsiooni mehhanismi
kohta annabki reaktsiooni kineetika uurimine. Enstimreaktsi—
ooni kiirus (v) teiste tingimuste (pH, temperatuur, ioontuge-
vus jne) pusivusel séltub [s] ja [bJ.
[e] kaevu ja v vaheline s&ltuvus on lineaarne (joon. 9),
suhteline mistdttu kiirusevérrandi,
lahtudes massitoime sea-
dusest, saame esitada
jargmiselts

kus

K — Kkiiruskonstant

Joon. 9* Ensuumreaktsiooni Kkiiruse sol-
tuvus ensuimi kontsentratsioonist

Reaktsioon kulgeb neis tingimustes maksimaalkiirusega (v *

» Vmax) 1 kuna kdik E-mi molekulid on kiullastatud S—ga (st.

kogu E on ES vormis).

[s] kasvu ja v vaheline sdltuvus konstantse [e] puhul

on huperbooliline
(Joon. 10)* S—di vai-
keste kontsentratsioo-
nide puhul eksisteerib
[S] ja v vahel lineaar-
ne sOltuvus (st. S—di
suhtes on tegemist esi-
mese jargu reaktsiooni-
ga, mille kiirus on
vordeline Uhe reageeri-
va aine kontsentratsi-
ooniga). [s] edasisel
kasvul kaob lineaarsus

(segajargu reaktsioon)
Joon. 10. Ensuumreaktsiooni Kiiruse nine. i
s6ltuvus substraadi kont— nins alates S"41 tea"
sentratsioonist tud kontsentratsioonist
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saavutab kiirus oma maksimaalvéartuse — E—mi moleku-
lide aktiivtsentrid on hdivatud S—di molekulide poolt ning
v ei soltu enam [S] tbusust (nulljargu reaktsioon),

1913»a# Michaelis ja Mehten, lahtudes ulaltoodud enstiua—
reaktsiooni skeemist (1), avaldasid vOrrandi, mis Kirjeldab
huperboolilist sbltuvust

Yvnaszc»[3] n
+ M
Nad votsid aluseks selle, et reaktsiooni algkiiruste
juures P-i teke ES—st on vaga aeglane (ainult tuhine osa
S—st on muutunud P—ks) ja poérdumatu, mis lubas neil k+2 kér-

vale jatta. Et kogu ensuumi kontsentratsioon susteemis [Et]
vOrdub

[E] - [E] & [ES}, ®3)
kus [e] - vaba E—mi kontsentratsioon ja et tegemist on teise
jargu reaktsioonidega (reaktsioonikiirus on vordne Kkiirus—
konstandi ja reageerivate ainete kontsentratsiooni korruti-
sega), siis massitoimeseaduse kohaselt voib avaldada ES tek—
kereaktsiooni kiiruse (v”) ja ES Idhustumisreaktsiooni Kiiru—
se (Vg) jargmiselt:

- (Vi) M M - <-KJ - [*0>n «
v2 . (k™) [ES] ()
Statsionaarses seisundis d[ES]/dt >0, s.t. v* = Vv2 ja ja-
relikult i i
(k+1) ([Etj - [ES]) [S] « (k_/j) [ES] (6)
Siit saab valja tuua tasakaalukonstandi Ks
k-1 ; [SI([Et] — [BS])
)
4—, Ne
Avaldades siit [ES]
[BB] . M .1 -KL ee)

* [sl

ja asendades [ES] v/k_~—ga ja [Et] vmex/ k-1 "6a> said Mi_
chaelis—Menten tuletada reaktsioonikiiruse voérrandi:

v B Jjnax * U )
Sl
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laiendades [ES] iShustumisreaktsiooni kiiruae avaldist
(5) kiiruskonstandiga k+2 (ES k+2 > E + P)

v2 “ <k—i) C*S] "¢ (k+2) [ES] * (ku ) + Ck+2)[ES] (10)

ning tuues sisse uue konstandi (Km)
CM) + (11)
41

voisid Haldane ja Briggs (1925*a.) ulaltoodu alusel avaldada
reaktsioonikiiruse I6pliku valjenduse Michaelis—Menteni vor—

saaiias Tmex . [s]
(12)
Km + [SI

See vorrand, olles ensuumreaktsioonide kineetika pohivorran—
diks, peegeldab v ja [S] vahelist s6ltuvust kogu hiuperbooli

ulatuses.

Kg .ja Km Ks peegeldab S—di afiinsust ensuumi suhtes
ja teda nimetatakse ES dissotsiatsioonikonstandikss
Ka s * Mida suurem on Ka, seda suurem on k_"

n < [s n*] ja BS dissotsiatsioon ning jarelikult
seda vaiksem on S afiinsus E—-mi suhtes. Km e. Michaellse
konstant on avaldatav reaktsioonikiiruse vdrrandist (12)

Km= [S] . (A2 _ (13)
7
Siit jareldub, et kui v = 1/2 Vmax, siis . 2 (vt. joo-
nis 10) ehk avaldis (13) omandab jargmise kuju

Km* "
Seega tahendab Michaelise konstant sisuliselt S—di sellist
kontsentratsiooni (mool/l), mille puhul ensuumreaktsiooni
kiirus 70rdub poole maksimaalkiirusega. Mddtes v vaartusi
erinevatel js], on vdimalik graafiliselt leida VmXx ja Km
vaartused. Michaelis—Menteni graafiku (huperbool) asemel ka-
sutatakse tapsemaid graafilisi meetodeid. Levinuim on Line—
weaver—Burki graafiline meetod, mille aluseks on Michaelis—
Menteni vdrrandi (12) teisendamisel saadud Lineweaver—
Burki vodrrand.

KW, v = sii3 1 1
Ke + W T [st . YT3/(.KLLe [s])
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Km+tS] [e]
| vox - V*.r5] VmH+ M

Peale teisendamist 3- * ———-— + (13)» mis ongi
* max* U vmai
Lineweaver—Burki voOrrandiks.

Kui lahtudes sellest
vOrrandist kujundada
graafik, kasutades koor-
dinaat idena pdordvaar—

tusi

m .
v [s]
sirge (Joon* 11)o
Km maaramine omab olu-
list teoreetilist ja
praktilist sisu, mille
illustreerimiseks took-
sime mdne naite* Kui E-I
on mitu S—ti, siis parim
(kéige toelisem) neist on see, mille Km on vahim* Kui meil
on tegemist reaktsioonide ahelaga, siis kogu ahela uldkiiru—
se limiteerib see uksikreaktsioon, mille S—di Ku on koige
suurem. Jarelikult oleks kogu ahela méjutamiseks vajalik tds-
ta selle reaktsiooni kiirust (nait™* hormoonidega)*
Michaelis—Menteni vorrandi uldkuju on alati aluseks ka
keerukamatele kineetilistele vdrranditele, mis kirjeldavad
ensuumreaktsioone, kus on vaja arvesse vOtta ES poorduvat 16—
hustumisreaktsiooni (ES *?’- E + P) voi reaktsioonis osa-
levat mitut substraati* Michaelis—Menteni kineetikale ei al-
lIu allosteerilised ensuumid (v s6ltuvus [S]-st pole huperboo—
liline, vaid sigmoidaalne e* S—kujuline). Allosteeriat ja al-
losteerilisi E—me kasitletakse tapsemalt loengumaterjalis*
Ensuume iseloomustab toime temperatuurioptimum (tempera-
tuur, mille juures ensuumreaktsiooni kiirus on maksimaalne) ja
pH—optimum ([H*], mille juures ensuumreaktsiooni kiirus on mak-
simaalne). Temperatuurioptimum on loomorganismide enamike E—de
puhul 37-40°C (ule selle algab reeglina enstuumide kui valkude
termodenaturatsioon) ning pH—optimum asub pH vaartuste 6,0—
8,0 vahemikus. Soltuvalt E—-mi lokalisatsioonist vOib tema pH-—
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optimum olla aga ka "mittefusioloogilises" pH piirkonnas
(maos toimival pepsiinil on see 1,5-2,5)*

Ensuiiimide kvantitatiivne maaramine la ensiUumaktiivsuse
val.iendamine« Enstumide kvantitatiivne maaramine bioloogi-
listes materjalides on komplitseeritud, sest maaratavat E—mi
esineb bioloogilises materjalis vaga vaikestes hulkades ning
enstumi kui valgu maaramist segavad teised valgud. Seetdttu
E—mi hulka mé&aratakse kaudselt — aktiivsuse maaramise kaudu,
st. ensuumi hulka hinnatakse [S]vdhenemise vSi [P] suurenemi-
se jargi ajauhikus. Aktiivsuse maaramiseks luuakse alati op-
timaalsed tingimused - S—di kullastav kontsentratsioon, opti-
maalne pH ja temperatuur, kofakbori killastav kontsentratsi-
oon, arvestatakse reaktsiooni Uldist stdhhiomeetriat. Nimeta-
tud tingimuste pusivusel safeb E-mi kvantitatiivseks maarami-
seks eeldada, et ensuumreaktsiooni kiirus on vSrdeline reakt-
sioonikeskkonda lisatud ensuumi hulgaga, s.t. ensuumi aktiiv-
sust valjendab ensiiimreaktsiooni kiide. 1188tes reaktsloon|>—
Kiirust [S] vahenemise vOi [p] suurenemise kaudu ajauhikus
vastavate kolorimeetriliste, spektrofotomeetriliste, mano—
meetriliste, tiitrimeetriliste jt. meetodite abil, saame val-
jendada ensuumi aktiivsust, s.t. hinnata tema hulka.

Enstumi aktiivsuse valjendamiseks (hindamiseks) kasuta-
takse enstuumi aktiivsuse uhikut (U).

U — International enzyme unit - on aktiivsus, mille toi-
mel muundub 1 j<mool substraati Uhes minutis. Teisiti OGeldee
— s'ee on aktiivsus (enstimi hulk), mis muundab 1 fixnooll
substraati Uhes minutis.

Iseloomustamaks isoleeritud ensuumi puhtusastet kasuta-
takse eriaktiivsuse e. spetsiifilise aktiivsuse mdistet. Bih—
tusastme kasvamisega suureneb antud enstimvalgu eriaktiuvsus,
kuna tema suhteline hulk mé&aratavas valgu uldhulgas kasvab*

Eriaktiivsus e. spetsiifiline aktiivsus - ensuumi ak-
tiivsuse Uhikute arv 1 ng valgu kohta (U/mg valk e. S /uaoco—
lid/min. mg valk).

Lisaks nimetatud mdistetele kasutatakse ensumoloogias
ka molekulaarse aktiivsuse ja kataluutilise tsentri aktiiv-
suse moisteid.

Molekulaarne aktiivsus — substraadi molekulide arv,
mille muundab enstimi uUks molekul thes minutis*
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Kataluutilise e. aktiivse tsentri aktiivsus — substraa-
di molekulide arv, mille muundab ensuumi uks kataluutiline
tsenter Uhes minutis (oluline mitut kataludtilist tsentrit
omavate ensuimide puhul)«

Lahtudes SI susteemist, soovitatakse alates 1972.a. en-
suumi aktiivsuse Uhiku ”“moolilise valjenduse asemel kasuta-—
de moistet katal (kat)«

Kat — see on ensuumi aktiivsus (hulk), mis muundab
1 mooli substraati uhes sekundis. Teisiti 6eldes — see on
aktiivsus, mis vastab ensuumi hulgale, mis muundab 1 mooli
substraati uhes sekundis (1 kat « 6+ 100 U ehk 1 U m 16,67
nkat).

Kasutades ensuumi aktiivsuse Uhikuna kat mdistet, muu-
tub ka eriaktiivsuse mdiste valjendus.

Briaktiivsus — ensuumi aktiivsuse Uhikute arv 1 kg
valgu kohta (kat/kg vali).

Molekulaarse aktiivsuse ja kataluutilise tsentri aktiiv-
suse moiste aktiivsuse uues valjenduses ei muutu.

Inhibiltorid ,la aktivaatorid. Inhibiitoriteks (1) nime-
tatakse faktoreid, mis kas osaliselt vOi taielikult pidurda-
vad (inhibeerivad) ensuumreaktsiooni kiirust. Inhibeerimine
jaguneb tinglikult* a) mittespetsiifiline inhlbeerimine
(kdrge temperatuur, koagulatsioon, denaturatsioon, tugevad
happed ja leelised pdhjustavad mistahes E—mi inhibeerimise,
mis konkurentsi puudumise tottu S ja | vahel E aktiivse tsent-
ri parast on tavaliselt p6drdumatu vOi ainult osaliselt p6or-
duv); b) spetsiifiline inhibeerimine (I toimib ainult konk-
reetsele E-le vOi ruhmale analoogilise toimega E—dele). Spet-
siifilise inhibeerimise kaudu teostub organismi elutegevuse
aluseks olevate ensumoloogiliste reaktsioonide pd&hiline regu-
latsioon. Spetsiifiline inhibeerimine on aluseks ka paljude
looduslike ja slnteetiliste Uhendite kasutamisele ravimitena.

Aktivaatorid on enstumreaktsiooni kiirust tdstvad fakto-
rid, mis tinglikult jagunevad* a) ioonid—aktivaatorid (nait.
Cl1” sulje amulaasile, Ca™l lipaasile, Nat+ ja K+ Na,K—adeno—
siintrifosfataasile jt.); b) anorgaanilised ja orgaanilised
Uhendid kui aktivaatorid (nait. HC1 pepsiinile, cAMP proteiln—
kinae”sidele, sapphapped lipaasile, proteiinkinaasid vatudava—
le E-le jt.); c) spetsiifiline aktivatsioon (osalise proteo—

58



luusi abil, nait, vere huubimisfaktorite aktivatsioon, vaia-
kude seedimises osalevate ensuumide — pepsiini, trupsiini ak-
tivatsioon autokataluusl abil jt,).

Teadmiste kontroll

1, Selgitage mdisteid "ensuum" ja "koensuum”,

2« Millistest faktoritest ja ftiks sGltub en8uumreaktsiooni
Kiirus?

3. Mis on Ks, Km ja V~j?

4, Miks on enstuumidel temperatuuri optimum ja pH—optimum?

5. Mis on ensuumi aktiivsuse Uhik, eriaktiivsus, molekulaar-
ne aktiivsus ja aktiivse tsentri aktiivsus?

6, Selgitage mdisteid "aktivaator”, "inhibiitor", allosteeri—
line regulatsioon.

Kasutatud kirjandus

1. bepesos T.T., KopoBkvH B.9., Buonornyeckass xmmusi, 1983»
Ik. 114-168.

2. CrpoeB E.A«, Buonorvueckast xumvms, 1986, MK 122-129,143-163.
3. Loengute konspekt*

Teoreetilis—laboratoorne praktikum nr. 6

Teema: VITAMIINIDE KVALITATIIVNE JA KVANTITATIIVNE
MURAMINE

Teadmiste algtase:

1. Bioaktiivsete ainete ja bioregulatsiooni mdiste.
2. Ekso— ja endogeensed bioregulaatorid.
3« Konjugeerunud ensuumvalgud.

uldmdisted. Vitamiinideks nimetatakse heterogeenseid madal—
molekulaarseid bioaktiivseid orgaanilisi aineid, mis on abso-
luutselt hadavajalikud organismi metaboolsete protsesside
normaalseks kulgemiseks. Kuna heterotroofsed organieesld vita-
miine ei slnteesi (vOi slUnteesivad mittekullaldases koguses)®
siis nende jaoks on vitamiinid eksogeensed toiduga saadavad
asendamatud minoorsed komponendid. Nende G68paevane vajadus aa
moddetav miili— vOi mikrogrammidega. Kdiki eksogeenseid asen-
damatuid orgaanilisi Uhendeid (nait, asendamatuid AH-—eid, es—
sentsiaalseid kullastumata rasvhappeid) ei nimetata vitamii-
nideks, kuna, erinevalt vitamiinidest, kasutatakse neid rak-
kude ehitusmaterjalina ja osaliselt ka energiaallikana. Ter—
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min "eksogeenne" kehtib vitamiinide kohta teatud suhtelisuse-
ga, Kuna: 1) méningaid vitamiine siinteesib seedetrakti mik-
rofloora v&i loomorganism ise (nait* vitamiin PP slnteesitak-
se triptofaanist); 2) vitamiinide suhtes esineb liikide va-
helisi erinevusi (koer ja rott ei vaja vitamiin C saamist
toiduga? inimene, ahv ja merisiga vajavad), 3) vitamiinide
ja toidu teiste komponentide vahel esinevad dinaamilised vas-
tastikused suhted (nait. vitamiin PP defitsiidi kompenseerib
truptofaani rohkus toidus, koliini defitsiidi — metioniini
rohkus toidus).

Vitamiinide bioloogiliseks funktsiooniks on metaboolse—
te protsesside normaalse kulgemise tagamine. Konkreetsel vi-
tamiinil on teatud fusioloogiline funktsioon, mis tuleneb te-
ma biokeemilisest funktsioonist. Oletatakse, et antud vita-
miin taidab k&igis loomorganismides samasugust funktsiooni,
kuigi mdningate organismide puhul pole ta toidu asendamatu
komponent. Vitamiinide osa metabolismis avaldub selles, et
enamik vitamiine kuulub koensUimses vormis konjugeerunud en-
stiimide struktuuri.

Veeslahustuvaid vitamiine peab organism saama iga paev,
rasvlahustuvate vitamiinide (imenduvad koos lipiididega)jaoks

eksisteerib maksas luhiajaline varu. Vitamiini defitsiit te-
kib eeskatt mittebalansseeritud dieedi puhul (s.t. et toidu
komponentide vahekord pole 6ige), mille peamifced pShjused om
1) majanduslikud faktorid (p&llumajanduse Uhekiilgne arenda-
mine); 2) bioloogilised faktorid (raseduse, lapseea puhul
on mdéningate vitamiinide vajadus kdrgenenud); 3) tehnoloogi-
lised faktorid (nait. toiduainete konserveerimine vahendab
nende vitamiinisisaldust); 4) olmefaktorid (Uhekilgsed toi-
tumistavad, alkoholism).

Vitamiini defitsiit tekib ka teatud haigusliku seisundi
puhul. Nendeks oleksid: 1) vitamiinide imendumishaired see-
detrakti haiguste puhul; 2) seedetrakti mikrofloora péarssi-
mine antibiootikumidega ravimisel (hairub foolhappe, vita-
miin K, vitamiin PP jt. suntees); 3) maksahaigused (hairub
rasvlahustuvate vitamiinide deponeerimine ja vitamiin A moo-
dustumine tema provitamiinist); 4) ravimitest tingitud vi-
tamiinide metabolismi haired (,nait. mitmete tuberkuloosivas—
taste ravimite tarvitamine tingib monede B-—grupi vitamiinide
kérgenenud vajaduse).
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Vitamiinide defitsiidil sugenevad esialgselt uldist laa-
di haired - hupovitaminoosid (vasimus, toévoime langus, keha-
kaalu l&figus, vastuvotlikkuse suurenemine mitmesugustele hai-
gustele jne*), mis tekivad olenemata sellest, millist konk-
reetset vitamiini organism ei saa piisavalt. Vitamiinide
kestval defitsiidil tekivad aga iga vitamiini jaoks spetsii-
filised haiguspildid (avitaminoosid), mis tulenevad juba
konkreetse vitamiini puudusest (nait* vitamiin D puhul rah-
hiit, vitamiin C puhul skorbuut, vitamiin A puhul kanapime-
dus jne.). Vitamiinide defitsiidi geneesi alusel eristatakse*
1) alimentaarseid hupo— 8a avitaminoose (tekivad vitamiinide—
yaese toidu puhul), 2) sekundaarseid hupo— ja avitaminoose
(pBhjuseks on vitamiinide metajbolismi haired) ja 3) polilhupo—
vitaminoose ja poluavitaminoose (kujuneb valja mitme vitamii-
ni uheaegssl defitsiidil)*

Vitamiini ulemaarasel manustamisel tekivad organismis
patoloogilised muutused, mida nimetatakse hupervitaminoosi-—
deks. Toksilisemad on antud aspektis rasvlahustuvad vitamii-
nid, Nii viib vitamiin D liig kudede kaltsifikatsioonile,
neerude kahjustumisele koos jargneva ureemiaga.

Vitamiinide kui bioregulatoorse toimega ainete efekt
sOltub ka vastavate antivitamiinide olemasolust organismis.
Antivitamiinideks nimetatakse vitamiinide struktuurseid ana-
looge, mis on v@imelised Uhinema vitamiini asemel konjugeeru—
nud ensuumi valgulise osaga ja blokeerivad seetdttu antud vi-
tamiini bioloogilise toime kas osaliselt vOi taielikult* Anti—
vitamiine esineb looduses, kuid neid saab ka sinteesida (an-—
tivitamiine kusitletakse konkreetsemalt vastaval loengul).

Vitamiinide klassifikatsioon. Kaasajaks on avastatud
ule 20 vitamiini ja vitamiinitadlise Uhendi. Vitamiine tuhis-
tatakse suurte ladina alfabeedi tahtedega. Osade vitamiinide
puhul tahistab antud taht tervet ainete gruppi, mis on lahe—
dase vOi sarnase fusioloogilise efektiga, kuid mdnevdrra eri-
neva keemilise struktuuriga. Sellisel juhul nimetatakse gru-
pi konkreetset esindajat vitameeriks (isoteeliks), Vitameere
esineb rasvlahustuvate vitamiinide puhul.

Kuna vitamiinide keemiline struktuur on vaga heterogeen-
ne, mis ei vOimalda nende klassifitseerimist, siis jagatakse
vitamiinid lahustuvuse alusel rasvlahustuvateks ja veeslahns—
tuvateks.
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Vitamiinide klassifikatsioon,

Tabel 2

terminoloogia, fusio-

loogiline pohitoime ning hupo— ja avitaminoosid

Vitamiinid

Rasvlahustuvad
vitamiinid

A—grupi_ vitamiinid:
A| (retinool, akse»
roftool), Ap» neo—
vitamiin A

D—grupi vitamiinid:
Pp (ergokaltsiferool),
W, (kolekaltsiferool)

E—grupi vitamiinid:

J tokoferoo—
lid, 8—metuultokotri—
enool)

K—grugi vitamiinid:
(fullokinoon).
K2 Cmenakinoon-0)

Vitamiinid F (kullas-
tumata essentsiaalsed
rasvhapped: linool-
ja linoleenhape)

Veeslahustuvad
vitamiinl3
Vitamiin
aneuriin)

(tiamiin,

Vitamiin B2 (ribofla—
viin, laktoflaviin)

Vitamiin Bj (panto-—
teenhape)

Vitamiin BS (niko—
tiinamiid, niatsiin)
PP

Vitamiin Bg (puridok—
siin)

Vitamiin B/|q (fool-
hape)
Bc

Fusi®}?°Siline Hupo— ja avitaminoosid

pohitoime

antikseroftal -
miline

antirahhiiti—
line

sigimisvita—
miin
antisteriilne

antihemorraa—
giline

antineurii—
tiline

antistoma-
tiltne,
antiglossiitne

antiderma—
tiitne

antipellaag—
riline

antiderma—
tiitne

antianeemi—
line
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Hemeraloopia (kanjapi—
medus)s Kseroftalmia.
Keratomalaatsia (naha
huiperkeiatoOs)

Rahhiit. Kaltsiumi ja
fosfori metabolism!
haired

Spermatogeneesi haired*
Seemnejuhade dustroo-—
fia.2Zlurisinnitused*Li-
haskoe dustroofilised
muutused

Vere huubimise haired.
Hemorraagiline diateea

Lipiidide metabolismi
haired. Prostaglandii—
nide metabolismi hai-
red

Bgri—beri.Poluneuriite
Sudametegevuse ja see-
dimise haired. Susive—
sucute metabolismi
haired

Stomatiit. Glossiit.
Silma sarvkesta vasku-—
larisatsioon

Dermatiidid.Juuste de—
pigmentatsioon. Sise-
elundite kahjustused

Pellagra. Dermatiit,
d”arroa, ajutegevuse
haired

Dermatoosid. Epilepto—
formsed krambid

Vereloomehaired. Kehv-
veresus



Vitamiinid Apohitoimel*6 H“P°* 3a avitaminoosid
Vitamiin B42 (tsilano— antianeemi-— Pemitsioosne (paha-
kobalamiin) line loomuline) kehvveresus
Vitamiin”™B/jc (pangég.m— antianoksi— Lipiidide metabolismi
hape, glukonodimetuul— line haired. Maksa
aminoatsetaat) rasvinfiltratsioon
Vitamiin H (biotiin)— antisebprroi— Spetsiifiline derma-—

line tiit. Lipiidide meta-
bolismi haired

Vitamiin C (L-askor— antiskorbuu— Skorbuut
biinhape) tiline
Vitamiin P (bioflavo— kapillaare tu— Verevalumid
noidid, rutiin, tsit— gevdav toime
riin)
~—Aminobensoehape antibakte-

riaalne
Inosiit (muoinosiit, antiskleroo— Lipiidide metabolismi
lipotroopne faktor)( tiline haired. Juuste valja-

langemine

Vees lahustuvate vitamiinitaoliste Uhendite hulka kuu-
luvad vitamiin B" (oroothape), vitamiin B" (karnitiin),
vitamiin U (S—metutlmetioniin), lipohape (vitamiin N), ko-
liin (vitamiin B?) ja koensuum Q.

Vitamiinide maaramine.
voib liigitada kolme ruhma:

Vitamiinide maaramise meetodeid
1) fusiko—keemilised meetodid,
mis baseeruvad reeglina sellel, et vastavate reagentidega
annavad teatud vitamiinid kindla neeldumismaksimumiga varvi-
lisi Uhendeid (nait. antimontrikloriidi (SbClj) reageerimi-
sel vitamiin A—ga tekib sinise varvusega Uhend neeldumismak-
simumiga 620 nm). Nende meetodite aluseks voib olla ka mdnin-
gate vitamiinide enda neeldumismaksimum (nait. vitamiin A-I
on see 328-330 nm) voi nende oksudeerumisproduktide fluorest-
sents (vitamiin Bj ja B2 puhul); 2) mikrobioloogillsed mee-
todid, mis baseeruvad sellel, et teatud mikroorganismide tefs—
Vukiirus korreleerub uuritava vitamiini sisaldusega so0tmes;
3) bioloogilised meetodid, mis rajanevad antud vitamiini bio-
loogilisele efektile. Viies loomorganismi kindlale dieedile,
milles varieeritakse maaratava vitamiini hulka, saame leida
selle vitamiini minimaalse koguse 100 grammis uuritavas toi—
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dus, mis veel valdib avitaminoosi tekke (profulaktiline uUhik)
vOi suudab valja ravida tekkinud avitaminoosi (terapeutiliffe
Uhik) o Séltuvalt katselooma liigist raagitakse Sel juhul s
ti", "hobuse" uhikutest, pis on tinglikud suurused.

likrobidloogilised ja bioloogilised meetodid on t6omahu-
kad, aeganbudvad ja kulukad, mistdottu neil on rohkem ajaloo-
line tahendus.

Teadmiste kontroll

1# Mida nimetatakse vitamiinideks? Mis on hupo—, huper— ja
avitaminoosid?

2# Kuidas klassifitseeritakse vitamiine? Andke vitamiinide

kdik nimetused*

Selgitage vitamiinide maaramise vdimalusi.

Omandada vitamiinide valemid, funktsioonid ja nende 66-

paevase vajaduse normid.

3
a#

Kirjandus

BepesoB T.T., KopoBknH B.9., Buosoryndeckaa xvmuisa, 1983»
k. 169-221.

2* CtpoeB E.A., Buonornyeckas xumma, 1986, lk. 339-370.
3* Loengute konspekt.

Teoreetilis—laboratoorne praktikum nr. 7

Teema: KOEAKTORID (KOENSUUMID) JA NENDE mH rAMINE

Teadmiste algtase:
1. Aktivaatorite moiste.
2. Liitvalkude ja konjugeerunud ensuumvalkude mdisted.

uldmdisted. Koiki faktoreid, pis on olulised makromolekuli-
de struktuurseks ja/voi.funktsionaalseks terviklikkuseks, ni-
metatakse kofaktoriteks. Tinglikult vOib kofaktoreid jagada
kolme gruppi: 1) aktiveerivad ioonid kui kofaktorid — ei
kuulu makromélekuli struktuuri, kuid on olulised tema vastava
funktsiooni taitmiseks; nait# C1“ osaleb amulaasi natiivse
konformatsiooni tagamisel; 2) prosteetiline ruhm kui kofak—
tor — kuulub makromolekuli struktuuri ning on reeglina valgu-
lise komponendiga seotud kovalentse sidemega, mistdottu teda
saab eraldada vaid valgulise osa denatureerimisega, nait#
Cu2* ja Zn2* superoksiiddismutaasis, ferriprotoporfuriin ka—
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talaasis, hemiinne grupp tsutokroomides (NBl pdhimd&tteliselt
kuuluvad siia lutvalkude k$ik mittevalgulised komponendid);
3) koenautmld kui kofaktorid — on madalmolekulaarsed orgaani-
lised Uhendid, mis kuuluvad konjugeerunud ensuimide struktuu-
ri, olles ensuumvalguga seotud suhteliselt nfOrkade sidemete-
ga, mistdéttu suhteliselt kergesti dissotsieeruvad.

Antud teoreetilis—laboratoorse praktikumi tlesandeks on
kasitada lahemalt koenstumseid kofaktoreid.
KoensuUmide iseloomustus» Termini "koensuum" (Co) voOttis
1897.a. kasutusele Bertrand. Vorrelduna konjugeerunud ensuut
mi valgulise osaga on Co termostabiilne. Tema Uhinemine val-
gulise osaga on podrduv reaktsioon:

Co + valguline komponent ~ 1 konjugeerunud ensiiiim
(apoensuum) (holoensuum)

Kui apoensuum maarab antud holoensuimi spetsiifilisuse
substraadi vO6i reaktsiooni tuubi suhtes, siis Co osaleb vahe-
tult selle holoensuiumi poolt katallUlusitava reaktsiooni mehha-
nismis ja tema juuresolek on absoluutselt vajalik. Nii po&h-
justab Co eemaldamine.(nait. dialttusi abil) selle enstium—
reaktsiooni katkemise. EnamikeH juhtudel on Co elektronide,
aga ka aatomite ja funktsionaalsete rihmade vaheuilekandjaks
ensuumreaktsioonis Uhelt metaboliidilt teisele. Co vdib olla
ka mitme E—mi vaheliseks siduvaks luliks.

Ey|*Co + AH2 E»CoHZ2 + A
EM®CoH2 + E2 E/jCo + BEp
Toodud reaktsioonides reageerib S—"a ning vesinikuaatomid

seotakse Co—ga. Et jargmine S—di molekul saaks reageerida
E~r—ga, peab kompleks E~*CoH2 reokslideeruma, mida teostab tei-
ne ensuum E2® Sellisel juhul Co—mi nimetatakse kosubstra«""»

Qo—me sisaldavad EC-s toodud kd&ik ensuumide pdhiklassid, v*a*
hidrolaasid.

Koensuumide ja vitamiinide vastastikused seosed. Kaas-
ajaks on selgunud, et enamik Co—re on vastava vitamiini de-

rivaadiks. Co—de ja vitamiinide vahelist seost naitab tabel
nr.
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Vitamiin

B,
(panto—
teenhape)

B5
(nialsiin)

Foolhape

Bl2

Biotiin

Reaktsioom,

Koensuuimi

milles tekib Co tus (sumbol)

purofosforuu—
lumine

fosforuulimine
ATP—ga

AMP jaagi ule-
kanne ATP-It
FMN-Ile

vitamiin on Co
struktuuri osa

vitamiin on Co
struktuuri osa

vitamiin on Co
struktuuri osa

fosforuulimine

hudrogeenimine

rihma asendus

kokarboksulaas
(TPP)

flaviinmononuk—
leotiid
(EMN)

flaviinadeniin—
dinukleotiid
(PAD)

koensuum-A
(poA—SH)

nikot iinhappe—
amiidadeniin—
dinukleotiid
(NAD*)

nikotiinhappe—
amiidadeniin—
dinukleotiid-
fosfaat

(NAEP~*)

puridoksaal —
fosfaat

5,6,7,8-tetra-
foolhape
(FH")

kobalagiidsed
koensuumid

biotiin
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Tabel 5

nime— Funktsioon koen*

suumina

rodopsiini mitte—
valguline kompo-
nent

monede vere hiu—
bimisfaktorite
sant eesi,,enguumi—
de koensuum

°<rketohgjjete de—
karboksuulimjlne
ja «jldehtudruhma—
de uUlekanne

dehudrogeenimine
(redutseerivate
elementide ule-
kanne)

dehidrogeenimine
(redutseerivate
elementide ule-
kanne)

atsetuUl- jarat—
suulruhmade ule-
kanne

dehtdrogeenimine
(redutseerivate
elementide ule-
kanne)

dehudrogeenimine
(redutseerivate
elementide Ule-
kanne)

aminorihma _Ulekan—
ne transamiinimi—
sel. AH-te karbok-—
suulimine

Uheslsinikuliste
fragmentide ule-
kanne

metuulrihma Ule—
kanne

c02 ulekanne



Reaktsioon, Koenstumi nime— Punktsioon koen—

vitamiin - pjjjes tekib Co tus (sumbol)  suumina

C redutseerivate
elementide ule-
kanne

karnitiin atsuuljaagi ule-

0,
% kanne

Lipohape S—atsuullipoaat gtsuulgruppide
tulekanne

CoQ Coq dehtdrogeenimine

Koensuumide funktsionaalne klassifikatsioon« Kuna uks
ja sama Co vOib osaleda mitmes ensuumi poolt kataluisitud
reaktsioonis, siis levinuim on Co-de funktsionaalne klassi-
fikatsioon (vastavuses ka ensuumide klassidega)«

Jargnevas klassifikatsioonis on toodud kdik koensuimid«
Kagu sellest klassifikatsioonist selgub, on tahtsamateks ko—
ensuumideks redutseerivaid elemente vdi ruhmi ulekandvad ko—
ensuumid (NAD+, NADP+, SMN, PAD, KoQ, atsetuul—-CoA, P% jt,).

I Koensuumid, mis osalevad redutseerivate elementide (elekt-
ronid, prootonid) Ulekandes, s«t» oksudoreduktaaside koen-—
suumid

1« Nikotiinamiidadeniindinukleotiid (NAff*) ja nikotiinamiid—
adeniindinukleotiidfosfaat (NApP*)> Need on dinukleotiidsed

nikotiinamiid—
nukleotiid

adeniin-—
nukleotiid
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ja NADI?* on mitmesuguste dehidrogenaaside (DH—de) koen-
stiimidekse NAD+ — v$i NADIM—sSltuva DH-si toimemehhanism olaki3
jargmine* S—It vaetakse 2 vesinikuaatomit (s.t. 2 H* ja
2 e*), millest uks prooton ja 2 elektroni seostuvad NAIf*—v&i!
NADF* reaktiivse osaga. NAU* (v8i NADI'*) iaheb redutseeritud
vormi — NADH+ B* (v$i vastavalt NADEH+ H*), puridiinse lam-
mastiku oksudatsidoniaste langeb 5-1t 3—le.

ah2
(vabaneb
keskkonda)
R
NAIT (vBi NADI*) NADH+ H* (v8i NADPH + H*)

okslideeritud vorm

Sisuliselt toimub reaktsioon seega oksiudeeruva S—di
ja Co vahel (Uldskeem oleks jargmine).

NAD + AH2 —-——NADH+H* + A

(NADP*) (NADEH—f H*)

Selle, millist konkreetset S—ti dehidrogeenitakse, maarab
ara DH-si valguline osa.

Antud reaktsioon on podrduv, s.t. redutseeritud koen—
sium viiakse alati tagasi oksudeeritud vormi — reoksUdeeri-—
takse. NADH+H+ reoksudeeritakse enamasti flaviinsete dehud-
rogenaaside (vt. jargmised Co—d abil, NADPH+H4 aga mitme-
tes nn. taandavates slUnteesides.

2. Flaviinmononukleotiid (EllL) ja flaviinadeniindinukleotiid
(PAD). Need koensiiimid on riboflaviini e. vitamiin B2 deri-
vaadid. Wl kujutab endast fosforiileeritud riboflaviini. Kui
liitub veel ATP-st parinev AMP jaak, moodustub PAD. Antud
flaviinsed koensuumid on mitmete DH-de Co-—ks.

HLLI ja PAD on tugevasti seotud apoenstiumidega flavopro-
teiidideks (flaviinsed DH-d), mis osalevad mitmete substraa-
tide (suktsinaat, atsetuul-OoA jt.) dehldrogeenimisel ja
JIADH+ H4 reoksudeerimisel hingamisahelas. Viimaseid voib lu-
geda tsentraalseteks DH-deks, mis viivad NADH + H4' reoksudee—
arimise labi jargmise skaemi. kohaseltt—

NADH +H+ + Ll MHO + NAD
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0 0
H

N
CH2——<  nP—0® -*—|I5|—OCHg
rib”&ooli
jaak <(Ch0h)3 tl
iz

ribofla—" OH H
\viini jaak

NJ'FY VYV ek

metuleeri- EAD
tud iso-—
alloksasiin

AVN

MN ja FAD osalevad vesinikuaatomite uUlekandes jargmise toi-
memehhanismi kohaselt:

FVN (FAD) NwH2 (fadh2)

3» Koensuum Q (CoQ) e. ubikinoon» CoQ on hingamisahela kom-
ponent, mis reoksudeerib re-
dutseeritud flaviinse koen—
suumi. Redutseeritud CoQ re—
oksudeeritakse tsutokroomi—
de poolt (vt* hingamisahel)*

CoQ CoQ* 2 H hudrokinoon
4= Lipohape (L~t ). Teostab vesinikuaatomite poéorduvat
transporti (tavaliselt koos TFP-ga).

'S +2H . ASH
< | — = -
Q -2H X SH
oksudeeritud redutseeritud
vorm vorm

* n varieerub 6 —10-ni (loomorganismis n e —io CoQ"q)



C CH2—CH2—(]:HYCH2)5 —CoOH 4+ 2H— <2 —CH2 —<:H—(CH2) 5—COOH )
s s -2H S3 SH

5» Mitmed redokssusteemid kai prootonite pa elektronide

ulekand.jad
a) aasteem askorbiirixape/dehudroaskorbllnhape. mis teostab

f) 0 vesinikuaatomite podorduvat
ulekannet. Askorbiinhape tai—
nri n I, N dab koensuumset funktsiooni
J-0H 1 "+ 2H J™® Imitmetes enslumreaktsiooni-
H-C———1 H-C— L-—des (nait. tsutokroom P450
HO—-C-H HO—C—H sunteesil; vt. oksudeerimine
CH20H CH20H endoplasmaatilises retiiku—
askorbiinhape dehtdroas— lumis)
(redutseeritud Viinhape

vorm) (oksudeeritud vorm)

b) sitsteem oksudeeritud/redutseeritud glutatloon« mis teos-

tab vesinikuaatomite po6drduvat Ulekannet reaktiivse tiool-

ruhma abil (nait. formaldehuuddehuq(zogenaasi poolt katalUusi—
Ny

tavas reaktsioonis) G-S-S—-*G -—— W 2G-SH
-2 H

C) susteem tsustiin/tsiusteiin. Antud susteem on samuti vdi-
meline vesinikuaatomite pdorduvaks ulekandeks

+2 H
Cys—-S-S-Cys — 2 Cys —SH
-2 H

d) porfurlinréngast sisaldavad tihendid kui koensuUmid. Teos-
tavad elektronide podrduvat Ulekannet porfiuriinréongas oleva
raua oksudatsiooniastme muutuse kaudu (vt. tsutokroomid, ka-—

“talaas, peroksudaas).

11 Koensuumid. mis osalevad radikaalide ning aatomite ruh-
giade uUlekandes, st. transferaaside koensuumid

lo Koensuim A (CoA-SH). CoA-SH kuulub tahtsamate Co-de hal-
ka. Ta.viib labi atsetiul (CHj—C~0) 3t. atsulljjagkide

(R—-C~”°) ulekannet oma reaktiivse tioolgrupi abil.
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O—cHOn T fosforuleeritud
0=_-0n |/~ \ | adeniinnukleotiid

1 ? OH
O=p—OH O8P-CH )
J funktsionaalne
reaktiivne gpupp
"t (FﬂS OHO =4

cHwp — C—C-N
vitamiin (panto— tausteamiin e. RB—merkaptoeta—
teenhappe)jaak noolamiln (Cys dekarbokauoli—
mise produkt)
CoA-SH

ulekantav atsuuljaak seostub koensuum A—ga makroergilise si-
deme abil* P6hiline uUlekantav atsuuljaak on atsetuuljaak,
mille pubul moodustunud Uhendit nimetatakse atsetuul-CoA ea*

aktiivseks atsetaadika CCH" —C~vSCoA)e Atsetuul-CoA on uks
s6lmmetaboliite, mille kujul toimub atsetuuljaakide ulekan-
ne mitmetes silnteesides (rasvhapete, atsetuulkoliini, atseer
toatsetaadi, kolesterooli jt* suntees), samuti atsetuuljaagi
sisestumine trikarboksuulhapete tsuklisse*

2. Tetrahudrofoolhape (PH”). Poolhappe pteridiintuuma hud—
rogeenimisel asendites 5*6,7»8 moodustub vitamiini koensuum-—

ne derivaat —"FH". teostab uhesusinikuliste fragmentide
1 1A AN
T » — "H—eHr—CHr—ooos
12 . » M1
p—amino— glutamiinhappe jaak
oh J bgRsoehappe
pteridiintuum Jaak
FEU.

Ulekannet, kusjuures selle fragmendi annavad enamasti glut—
siini Cot, seriini @ ja metioniini ning koliini metuulruhm*
Peale selle vdivad selle fragmendi anda truptofaani indool-
ronga ja histidiini imidasoolrdnga teine sisinik, aga ka
formaldehuud, metaanhape ja metanool, Ulekantav fragment
seostub FH"—ga véi n”0 kulge (v8i mdlema kulge korraga)
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vesinikuaatomi asemele, nii nagu on naidatud allpool;
a) formuuljaagi (—-C~g ) ulekanne

/ CMH ? sR
H / "
—81— voi / H5-K— ...
1 *1 10
N~A—formuil—PH,, N —formuual-FH/,

b) metuuljaagi (CH"-) ulekanne

/ OH3

/5X| A4V

N~N—metuul—-FH,, NA—metaul —FH”

c) formiminojaagi (— ) ulekanne

. N~

N~A—formimino—FH" ,\]'10 —formimino—FH"

e VoI

d) metileenjaagi (—CHg—) ulekabne

.N
5 Hg—%— ..
N5'10 —metuleen—FH,

e) metiinjaagi C»GH —) ulekanne
“K —eex»0
1
K5"10 —metiin—FH4

3* UDP-KIlukoos, Kannab ule glukoosi jaake (nait, glukogee—
ni sunteesil)» Te-

choon kib UTP ja g:]IUko_os—
—1-P reaktsioonis:
OH OH UTP + glikoos—1—P—*»
P-OPO@P ~*m UDP—gliikoos + PPi
OH W

UDP—-glukoos (aktiivne glﬁkoos)
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4+ UDP—glukuronaat. Kannab ule glukuroonhappejaake (nait«
toksiliste Uhendite kahjutukstegemisel)

UDP—glukuroonhape

5* CDP-koliin. Todtab fosfokdliini Ulekandjana fosfolipii—
dide sunteesil

?H OH o*k.
(CH " eeeN-CH2 —CH2 —0—P~0—P—-0-CH2 o

CDP—koliin OH OH

6* S—adenosuulmetioniln Varustab mitmeid siinteese
(koliin, kreatiin, vi-
tamiin. 4 jt*) metio—
niinist parit aktiiv-
sete metuulruhmadega*

,7. 'Y —fosfoadenosiin—-5—foefoaulfaat (PAPS). Aktiivsete sul-
faAtgruppide ulekand”

NHg ja mitmetes sinteesi-
f? 4 des.
HO- f—ffe
OH
HO - E’SO
OH
J 73
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8# PUridoksaalfosfaat. Kujutab endast vitamiin Bg fosforii—
leeritud derivaati, mis osaleb
aminoruhma uUlekandjana transamii—
nimisel ja AH-te dekarboksuuli—
misel.

‘s Biotiin« Tootab aktiivse COg ulekandjana kahte tuupi
reaktsioonides: a) ATP-st sOl-
tuv karboksuulimine; b) trans-—
karboksuulimine«

— N — ensuumvalk

biotiin—ensiuim
10# Monooside fosfaatestrid. Kannavad ule fosfaatjaake ning
nende tahtsamad esindajad on glilkkoos—1-P, glilkkoos—6-P, fruk—
toos—-1-P ja fruktoos-1,6—diP.
11. ATP jt. nukleosiidtrifosfaadido Tsentraalseks on nende
hulgas ATP, mis vOib ule kanda: 1) fosforuulijaake (X +
+ ATP .1 X —-P + ADP); 2) purofosfaatjaake (ATP
— AMP) ja adenuulhappejaake (ATP P-= EPi).
12« Kobalamiidsed koenstiimid« Kui vitamiini B2 struktuuris
asendub tsuaniidioon (CIN‘) &adenosiini jaagiga, moodustub ak-
tiivne Co — kobalamiid« Kobalamiidsed CoH! osalevad metuul—
rihrpa (aga ka monede teiste Uhesusinikuliste jaakide) ulekan-
del.

13. Lipohape. Osaleb oC-ketohapete dekarboksuulimisel moo—
ASH ¢ dustunud atsuulgruppide ulekandel#
Ns —C-R

S—atsuullipohape

11l Luaaside koensuumid
LUaaside koensuimidena tdotavad eespoolmainitud Co—dest

puridoksaalfosfaat ja kobalamiidsed Co—d. Lisaks neile on
luaaside Co-ks ka TPP, mis osaleb <"-ketohapete dekarboksuu-
limisel ja aldehiudruhmade Ulekandel. TPP on vitamiin pu—

rofosfoester.
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TPP

IV Isomeraaside koensuumid

Isomeraaside Co—deks on kobalamiidsed Co-d (osalevad
COOH—ruhma uUmberpaigutamisel) ja UDP—glukoos ning UDP—galak—
toos (osalevad monooside isomeriseerumisel)*

V Suntetaaside (lisaaside) koensuumid

Suntetaaside Co—dena tdotavad need Co-d, mis on vdime-
lised ule kandma radikaale ja ruhmi (biotiin, UDP-—glukoos,
PH”, kobalamiidsed koensuumid jt#)« Tinglikult vdiks siia
kuuluda ka t—KNA, mis ensuumi aminoatsuul—t—ENA-suntetaas
koosseisus osaleb aminohappej”~akide ulekandjana valgu siuntee-
SIS«

Teadmiste kontroll

1« Selgitage kofaktorite mdistet«

2. Millised vitamiinid esinevad koensuumide koostises?
3« Omandada koensuumide klassifikatsioon«

Kir.iandus

JjU Tohver V«, "uldine biokeemia”, TlIn«, 1977, k. 239-253«

2. bepesos T.T., KopoBknH B.®., " buonormndeckaa xumusa, 1983,
Ik. 123-124,

. CtpoeB E.A., Buonornyeckas xummns, 1986, lk. 129-143.
4. Loengute konspekt«

w

Teoreetilis—laboratoome praktikum nr« 8

Teema: HORMONAALNE REGULATSIOON, HORMOONIDE KVALITATIIV-
NE JA KVANTITATIIVNE MURAMINE

Teadmiste algtase:

1« Aminohapete, peptiidide, valkude ja steroidide mdisted«

2« Sisesekretsiooni ja endokriinsete naarmete mdisted« Endo-
kriinsete ndarmete talitluse haired«

5« Ekso— ja endogeensed bioaktiivsed uUhendid«

uldmdisted. Hormoonide ja hormonaalse regulatsiooni problee—
,mid kuuluvad endokrinoloogia valdkonda, mis uurib hormoonide



keemilist struktuuri, struktuuri ja aktiivsuse vahelisi seo-
seid, hormoonide toimemehhanismi ning endokriinsete sulstee-
mide fusioloogilisi ja patoloogilisi aspekte» Hormoonide ala-
ses kirjanduses eristatakse* a) hormoone (bioaktiivsed ed™>—
geensed ained, mida kesknarvisusteemi kontrolli all sunteesi*—
takse endokriinsetes naarmetes ning mis reguleerivad meta—
boolseid protsesse ja fusioloogilisi funktsioone); b) hormo-
noide e. koehormoone e. parahormoone (nn. hormoonilaadsed ai-
ned, mida toodavad mitmete kudede spetsialiseerunud rakud ja
millel on samuti regulatoorne toime metaboolsetele protsessi-
dele ja fusioloogilistele funktsioonidele). Selline liigita-
mine on vaga tinglik, sest tsentraalne endokriinne siUsteem
(endokriinsed naarmed) ja difuusne endokriinne slUsteem (mit-
mete kudede spetsialiseerunud endokriinsed rakud) kujutab
endast tegelikult Uhtset, terviklikku sitsteemi.

Hormoonide klassifikatsioon. Kuna hormoonide keemiline
loomus on vaga mitmekesine, on levinuim nende klassifikatsi-
oon, mis arvestab hormoonide keemilist struktuuri ning vdtab
aluseks ka endokriinsed naarmed. Selle klassifikatsiooni ko-
haselt jagunevad hormoonid jargmiselt (vt. tabel 4).

Horaonoidide hulka kuuluvdd: hepariin, hirudiin, kinii-—
4id, angiotensiinid, biogeensed amiinid (dofamiin, noradre—
naliin, adrenaliin, histamiin, serotoniin, Jf-aminovGihape),
prostaglandiinid (vt* vastav loeng}*

Hormoonide bioloogiline iseloomustus. Hormoonid on uli-
kdrge bioloogilise aktiivsusega (toimivad juba kontsentratsi-
oonis 10“~-10“~~g) bioregulaatorid, mis mdjutavad metabool-
seid protsesse ensuumide kaudu jjargmistel viisidel: a) Kkii-
re moju (muutub vastava ensuumi(de) aktiivsus); b) aeglane
moju (muutub vastavate enslumide de novo sinteesi Kkiirus).
Hormoonid erinevad uUksteisest toime tuubi ja spetsiifilisuse
poolest* Kait*,kilpndaarme hormoonidel on universaalne toime,
sxt* nad mf£juvad praktiliselt kdikidele rakkudele; parat—
hormoon mdéjub aga eeskatt luukoe ja neerude rakkudele; neeru-
pealiste hormoonid — glukokortikoidid ja katehoolamiinid suu-
rendavad organismi vastupanuvdimet mitmesugustele teguritele,
A.t. et need hormoonid reguleerivad adaptiivseid protsesse*

Heurohumoraalne regulatsioon. Hormoonide, hormonoidide

kesknarvisusteemi (KNS) seoste puhul eristatakse kaasajal
k~me terminits a) toime. "endokriinne tee", s*o. hormoonide



Hormooni nimi stimbol

1

I Aminohappelise, peptiidse ,la valgulise

1. Hupotaalamuse fak-
torid Cneurohormoo—

21

1.1. Liberiinid
(releasing fac-
tors)

1.2. Statiinid

2. Hupofuusi hormoonid

2

RIH

Keemiline
loomus

Jo

peptudid

2.1. .Eessagara (adenohupoftusifl hormoonid

1) Somatotropin
(kasvuhormoon,
somatotroopne
hormoon)

STH
GH

polupeptiid

Toime—
koht

4

Tabel 4

Pohilised efektid antud toimekohas

loomusega hormoonid.

hupofuus

hupofuus

hupofuus

uldine

rasvkude

pankreas
magu

maks, nee—

-2 M -
primanaare

Hupofuusi hormoonide sekretsiooni re-
gulatsioon

Stimuleerivad hJjpoftjjjsi hormoonide va-
banemist (iga hupofuugi hormooni jaoks
on vastav liberiin, nait. AKTH-RH,
PSH-RH jne.)

Pidurdavad hupofuusi hormoonide vaba-
nemist (kaasajaks on leitud kolm sta—
tiinix STH-RIH e. GH-RIH, MSH-RIH ja
LTH-RIH e. Prol-RIH)

Anaboolse efektega (stimuleerib va”“gu
ja glukogeeni siunteesi lihastes, suda-
mes ja luude kasvu)

Lipiidide vabanemise ja lipiidide lo—
hustumise stimuleerimine

Mdjutab insuliini vabanemist
Stimuleerib gastriini eritumist
Mojutab enda vahendaja somatomedini
sunteesi

Stimuleerib piima sekretsiooni



1 2 5
2) Adrenokortikotropiin AKTH  polupep—r
(adrenokortikotroop— tiid

3)

4)

ne hormoon)

4

neerupea—
liste
koorollus
rasvkude
pankreas
seedetgakt
maksavali—
sed koed

GonadotroopSed hormoonid (gonadotropiinid)

a) Follitropiin FSH gluko—
(folliikulostimu— proteiin
leeriv hormoon)

b) Luteiniseeruv LH gluko—
hormoon (lutropiin, (IRSH) proteiin
interstitsiaalseid
rakke stimuleeriv
hormoon)

c) Luteotropiin LTH polu—
(prolaktiin, cProl) peptiid
laktotroopne
hormoon)

Tugeotropiin TSH gluko—

(tureotroopne (TTH)  proteiin

hormoon

munasarjad

seemne—
sarjad

munasarjad

seemne—
sarjad

piimanaare
kollaskeha
N

hupofuus

uldine
kilpnaare

1
Stimuleerib kortikosteroidide sunteesi

Stimuleerib rasvhapete vabanemist

MGjutab insuliini vabanemist
Tugevdab HCIl ja pepsiini sekretsiooni
Tugevdab AH-te transporti rakku

Stimuleerib folliikulite arengut, ost-—
rogeenide sekretsiooni ja ovulatsiooni
(koos LH—ga)

Stimuleerib spermatogeneesi

Stimuleerib folliikulite I16plikku kup-
semist ja nende I8hustumist ning muun-
dumist kollaskehakse Mdjutab interstit—
siaalsete rakkude arengut ja progeste-—
rooni sekretsiooni

Stimuleerib interstitsiaalsete rakkude
arengut ja testosterooni sekretsiooni

Stimuleerib arengut ja laktatsiooni
Stimuleerib progesterooni sekretsiooni
ja inhibeerib luteiniseerumist
Pidurdab teiste gonadotroopsete hormoo-
nide sekretsiooni

Stimuleerib anaboolseid protsesse

Stimuleerib Kkilpnddrme hormoonide sin-
teesi ga sekretsiooni. Stimuleerib
glukoluusi, Krebsi tsuklit, pentooso—
fosfaadi tsuklit ja liitlipiidide sun-
teesi



1 2 1 4

rasvkude
5) Lipotroopsed hormoonid oOi—bT polu— rasvkude
(lipotropiinid) 3-LFH peptiidid
6) Endorfiinid peptiidid hupofuus
(«<<—, B —ja /—endor— (nende lah-
fiinid) te hendiks
on 3—LPH)
2.2. Kesksagara (pars intermedia) hormoonid
1) Melanotropiinid *<—MSH peptiidid melanofoar—
(melanost imuleerivad sed rakjjd
hormoonid) soolanaar—
med (?)
2.5. Tagasagara (neurohupofuus) hormoonid
JT) Vasopressiin* nona— neerukana—
peptiid likesed
silelihas—
kude
aju
2) Oksitotsiin* nona—  silelihas—
peptiid kude
rasvkude
3) Xogeriin polu- seedetrak-

peptiid ti lihased

1
Stimuleerib lipoluusi
Stimuleerivad lipoluusi

A—endorfiin stimuleerib STH sekret—
siooni

Stimuleerivad naha pigmentatsiooni

M&juvad sekretoorsele funktsioonile (?)

Mojutab vee reabsorptsiooni (antidiu-—
rees)

Mojutab perifeersete arterioolide ja
kapillaaride ahenemist. Stimuleerib
emaka jg seedetrakti kontraktslooni ning
piima valjutamist piimanaarmest.
MGjutab kaitumisreaktsioone

Stimuleerib piima valjutamist ja emaka
kontraktsioonifsunnitusel

Stimuleerib glukoosi utilisatsiooni
(insuliinitaoline efekt)

Reguleerib seedetrakti peristaltikat

* tegelikult sunteesitakse need hormoonid hupotaalamuses, kust nad sekreteeritakse hupofuUsi



1)

1)

2)
3)
4)

5)

1)

2)

1 2

Spifuusi Ckabinaarme) hormoonid

Melatoniin

Kilpndarme hormoonid

Tureoglobuliin
(joodtureoglobuliin)

3*5,3*—trijood— T,
turoniin
3*5,3*,5*_tetrajood— T4
turoniin—

3,3 —dijoodturoniin

Kaltsitoniin
(tureokaltsitoniin)

Kérvalkilpndarme hormoonid

Paratureoidiinid PTH
(parathormoonid 1,

I, 1)

Kaltsitoniin N
(tureokaltsitoniin)

N—atsetuflL—
5 —metoksu—
triptamiin
(Trp deri-
vaat)

gluko—-
proteiin

Tyr
derivaat

Tyr
derivaat —

polu—
peptiid

valgud, mis
erinevad
ainult AH-
te jarjes-
tuselt
polu—
peptiid

melano—
foorsed
jakud
hupotagla—
m~g. hupo—
fuus

Reguleerib naha pigmentatsiooni

M&jutab biorutme. Pidurdab LH vabane—
mist ja toimet (pidurdab noorloomadel
sugufunktsioonide arengut)

Tureoglobuliin ei oma hormonaalset gjctiivsust ja
on tegelikultjjf~jodeeritud turosiinijaake sisaldav
valk* Nende jaakude kondenseerumine viib T3 ja T4
moodustumisele”tureoglobuliini koosseisus. Ts ja
T4. vabanevad tureoglobuliin! proteoluusil

uldine

uldine

uldine
skelett
skelett,

neerud,
seedetrakt

skelett

Kiirendab . metabolismi (eriti redoks—
reaktsioone)

Kiirendab metabolismi (eriti redoks—
reaktsioone)

Kiirendab metabolismi (eriti redoks—
reaktsioone)

Reguleerib Ca ja P metabolismi

Reguleerivad Ca ja P metabolismi

Rgguleerib Ca ja P metabolismi (teatud
mottes PTH vastand)



D
2)
3)
4)
5)
6)
7
8)
9)
7%
D

2)

1

Tutiumze (harknaarme) hormoonid

Kaltsitoniin
Tumosiin
Tumosiin «Cj

Hogeostaatiline
tjjumuse hormoon
Tuumase humoraalne
faktor
Tumopoetiinid I, 11

Lumfostimuleeriv
hormoon
Lumfostimuleeriv
hormoon
Tumosteriin

Pankrease hormoonid
Insuliin

Glukagoon

2

HTH
THF

LSHh
LSHr

polu—
peptiid
polu—
peptiid
polu—
peptiid
gluko—
pept”tid
polu—
peptiid
polu—
peptindid
polu—
peptjLid
polu—
peptiid
steroidi—
laadne

valk

polu—
peptiid

4

skelett

lum”
V fotsuu—<
did

uldine
rasvkude

maks
lihased
maks

rasvkude
neerud

1

Reguleerib Ca ja P metaholismi

Stimuleerivad lumfopoeesi, Reguleeri-
vad rakulist immuniteeti* Kiirendavad,
immunoloogiliselt kupsete lumfotauu—
tide valmimist

Stimuleerib SV utilisatsiooni®ja val-
kude (s.h. kajaembraansgte) sunteesi
Mojutab lipoluusi ja glikoosi metabo-—
Usmi m
Stimuleerib ligogeneesi ja glukoluusi
Stimuleerib glukoosi utilisatsiooni

Stimuleerib glgkogeeni®ldhustumist
glukoosiks (g”ukogenoluusi}
MGjutab triglutseriidide lohustumist

Kiirendab vereringet ja filtratsiooni



3)

4)

8.
1)

2)
5)
4)

5)
6)

7)

8)

9)

Pankrease polupeptiid

Somatostatin

Seedetrakti hormoonid
Gastrilnid

Sekretiin

Koletsustokiniin—
pankreozumiin

Motiliin
Enterogastroon

Vasoaktiivne intesti—
naalne peptiid

Gastrointestinaalne
inhibeeriv peptiid

AKTH

STH

0) Endorfiinid

polu-
peptiid
peptiid

peptiidid
peptiid
peptiid
peptiid
peptiid
VIP peptiid
GIP peptiid
peptiid.

peptiid
peptiidid

pankreas
maks

pankreas
seede—
trakt ?
rasvkude
3deng;
hupofuus

magu
pankreas

pankreas
sapipfcis
seedetrakt

magu
seedetrakt

seedetrakt

adenohupo—
fuus
seedetrakt

seedetrakt
seedetrakt

ToOstab ensuumide gekretsiooni
Intensiivistab glukogenoluusi

Pidurdab glukagooni sekretsiooni
Pidurdab gastriini ja sekretiini sekret-
siooni ?

Mojutab lipiidide vabanemist

Pidurdab STH vabanemist

Reguleerivad kontraktsiooni ning HC1
ja pepsiini sekretsiooni

Reguleerib pankrease nore elektroluutide
sekretsiooni

Reguleerib pankrease ensuumide sekretsi-—
ooni
Reguleerib sapi valjutamist

?
Pidurdab HC1 sekretsiooni



1 _ 2 2.

9» Neerupealiste —sasiolluse hormoonid

1) Adrenaliin Tyr
derivaat

2) Noradrenaliin Tyr
derivaat

10, Plat8enta hormoonid

1) Relaksiin polu-—
peptiid
2) Proll
3) AETHj
4) Platsenta gonadotroop— CG gluko—
ne™hormoo™i  (koriongona— proteiin

maks, Stimuleerib glukogenoluusi (insuliini
lihased antagonist)

sile— Stimuleerib kontraktsiooni

lifcased

sudame— Reguleerib kokkutdmbe sagedust, Ino—

lihas troopne efekt
artelfgoo— Reguleerib vererShku

i

rasvkude Stimuleerib lipoluusi
uldine Suurendab 02 tarbimist

maks | Stimuleerib glukogenosuusi
lihased
rasvkude Stimuleerib lipoluusi
arterioo— Reguleerib lihaste kokkutémbumist
JLid
uldine  T&stab 02 tarbimist

habeme— Reguleerib lihastoonust (sunnitustege-—
lidua vus)

Toime efektid on samased hupofuusi AKTH ja Erol-ga

Toimekohad”™ja gf£ektid on analoogilised (kuid mitte
identsed) hupofuusi LH ja FSH—-«a* Taiendab

LH efekti kollaskeha kasvu stimuleerimises rase-
duse ajal« Inimese koriongonadotropiini sumbol

on HCG



5) Kerienmammetrepun
(somatomammotropiin,
somatotroopne hor-
moon)

6)
X1

\ 4

polu— Funktsioonid on sarnased hupofuusi STH-Ile

peptiid
(AH jarjes-
tus on sar-
nane STH)

Progesteroon ja mdningad 8strogeenid (need on steroidsed hormoonid, vt, suguhormoonid)

Steroidhormoonid (struktuurseks aluseks on tsuklopentaanoperhudrofenantreen)

Neerupealiste k&orolluse hormoonid (kortikosteroldid)

1.1; Glukokortlkoidid
1) Kortikosteroon

2) Kojtisool
(hudrokort isoon)

3) Kortisoon

4) 11 —dehudrokort iko—
steroon

5) 11 -desoksukortisool

\
I1"—hudrok—
sukortiko-
steroon

117 —hudrok—
su—11 —okso—
kortiko—
steroon

H—oksokor—
tikosteroon

12 —hudrok—
sjj—11 —dg—
hudroksu—
kort ikoste-
roon

>uldine<

Mbjuvad peamiselt susivesikute (aga ka
valkude ja lipiidide) getabolism”le.
Osalevad organismi homoostaasi sailita—
mises. Reguleerivad immuniteeti ja in—
fektsioogiresistentsust. On seotud or-
ganismi ulitundlikkusega.



1.2«

1) 11 —desoksukortiko—

2)
3)

2.

steroon

Aldosteroon

18—0ksu—11—-desoksu—
kortikosteroon

Suguhormoonid

Mine ralokortikoldid.

11 —dghud—
roksukor—
tikoste—
roon

Reguleerivad vee ja soolade metabolis—

Y uldine < mi. On seotud poletike tekkeprotsessi-

18—hudrok—
su-11—dg—
hudroksu—
kort iko—
steroon

2.1. Androgeenid (meessuguhormoonid)
Neid hormoone siunteesitakse seemnesarjades

D

2)

3)

Testosteroon

Dihudrotestosteroon

Androsteroonid*
(5«*— ja 5/3—androste—
roon)

sugu-

organid
17/35—hudrok—
Su—ooC—and— .
rostaan—3— uldine
oon

uldine

kujutavad endast—testosterooni metaboliite

Reguleerivad arengut ja normaalset
funktsioneerimist

Reguleerivad sekundaarsete sugutunnuste
arengut ja spermatogeneesi. Evivad ana-—
boolset toimet

Reguleerivad sekundaarsete sugutunnuste
arengut ja spermatogeneesi. Evivad ana—
boolset toimet



1 2 3 4
4) Dehudroi3oand.ro— 3—hudrok—>
steroon* su-5—and-
I steen—
—oon

5) Adrenosteroon*

6) 4-androsteen—3,'17—
dioon*

7) JYVS—h3droksu—4—and—
rosteen-3,17" iioon*

8) 1700-hudroksuproges—
teroon*

2*2. 6strogeenid (naissuguhormoonid)

> uldine <

Neid—hormoone sunteesitakse munasarjades

1) o6stroon (follikuliin)**
2) ~d-6stradiool* «

3) ostriool**

4) Progesteroon*n*
( luteosteroou)

*

N30 korda norgem

uldine

sugu—
» organid
PjLima—

naare

emakas

piimanaare

Reguleerivad sekundaarsete sugutunnuste

arengut ja spermatogeneesi* Bvivad ana—
boolset toimet

Reguleerivad sekundaarsete sugutunnuste
arengut

Reguleerivad arengut ja normaalset
tsuklilist funktsioneerimist

Reguleerivad arengut ja funktsioneeri-
mist
Reguleerib viljastatud munaraku etteval-

mistamist implantatsiooniks
Stimuleerib naarme arengut

sunteesitakse vahesel maaral ka neerupealiste koorolluses, kuid siis on nende toime

+* sunteesitakse véhesel mgaral ka neerupealiste koorolluses
*** slnteesitakse vahesel maaral ka platsentas ja kollaskehas



mdju metaboolsetele protsessidele vere .ia lumfi vahendusel«
nimetatakse ka humoraalseks teeks voi toimeks, ) toime
"parakriinne tee", s.o. Uhes rakus toodetud hormonoidi otse*
Me md.ju.naaberraRkudele« c) regulatsiooni "neurokriinne
tee", s.o0. narvisusteemi kaudu toimuv regulatsioon. Kuna koik
need teed on omavahel tihedalt seotud, siis elutegevuse uht-
set regulatsioonisusteemi nimetatakse neurohumoraalaeks e.
neurohormonaalseks regulatsiooniks. Narvisusteemi ja endo-
kriinse sisteemi intiimset funktsionaalset seost tdestab ka
see, et narviimpulsi Ulekanne uhelt neuronilt teisele (vGi
neuronilt efektorile) toimub bioaktiivsete Uhendite (medi—
aatorite) abil«

Nagu nahtub joon* 12* iseloomustavad neurohumoraalset
Jregulatsiooni jargmised isearasused: a) toime teatud dublee-
rimine (organi tegevust mdjutavad nii narviimpulss kui ka
vastavad hormoonid)’, b) hupofuis omab teiste endokriinsete
ilaarmete tegevust reguleerivat funktsiooni, c) eksisteeri*
tagasiside printsiip (hormoon, toimides bupofiusile ja hipo—
taalamusele, mdjutab hupotaalamuse faktorite sinteesi ja hi—

XNS

WUPOTTALAMUS 7/

statl/—
nid 1 kdik
T j organid
4\BOpoiWs

otsesed narviprotsessid
stimuleerimine

nnvnm* pidurdamine

————++— tagasiside

Joon. 12. Neurohumoraalse regulatsiooni uldistatud
skeem
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pofuusi tegevast), Ulaltoodust jareldub, et hormoonid m tea-

tud keemilised vahendajad, mis kannavad narviimpulsis oleva

informatsiooni ule rakuprotsessidele seostudes vastavate

retseptoritega (vt. hormoonide toimemehhanismi loeng).

Hormoonide maaramiseks kasutatakse mitmeid votteid:

1) varvusreaktsioone, 2) fluorestsentsil p&hinevaid mezto—

deid, 3) radioimmunoloogilisi meetodeid.

Teadmiste kontroll

1. Mida nimetatakse hormoonideks (hormonoidideks)? Mida ta—
hendavad mdisted "endokriinne”, "parakriinne" ja "neuro—
kriinne"?
Omandada hormoonide klassifikatsioon.

3. Mis on neurohumoraalne regulatsioon? Nimetage tema pd&hi-
jooned.

Kirjandus

1. Bepezoe T.T., KopoBkuH 5.0 ., Buonorndeckas xumns, 1983,
Ik. 222-264.

2. CrtpoeB E.A., Buororuueckas xummsi, 1986, 1k. 370411,

3» Loengute konspekt.

Teoreetilis—laboratoorne praktikum nr. 9

Teema: METABOLISMI UURIMISE MEETODID. TOITUMISE JA
SEEDIMISE BIOKEEMIA

uldmdisted. Dunaamiline biokeemia opereerib mitmesuguste
moistetega, millest olulisemad on jargmised.

4. Qiriine ainevahetus. Selle all mdistetakse toitumist, see-
dimist, rakusisest metabolism! ja I8ppproduktide moodustu-
mist ning eritumist organismist.

2. Valine ainevahetus. See on uldise ainevahetuse osa, mis
hélmab toitumist, seedimist, imendumist, ainete transporti
biovedelike abil ja I8ppproduktide eritumist.

3. Rakusisene e. intermediaarne ainevahetus e. metabolism
kitsamas mottes. HOlmab kdiki rakus toimuvaid metaboolseid
radu ja keemilisi Uksikreaktsioone, mis on seotud kas ainete
lagunemisega (katabolism) vOi nende bioslnteesiga (anabousm>
Moodustuvaid valiethendeid nimetatakse metaboliitideks e. in—
termediaatideks.

4. Metaboolne rada. Uksikreaktsioonide jada, mille kaigus
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lahteuhend e. lahtemetaboliit muundub 16ppuhendiks e. lopp—
metaboliidiks. Nait. glukolius, milles glikoos muundub lak—
taadiks; glukoneogenees, milles laktaadist ja reast AH-st
sunteesitakse glukoos.

5. Tsentraalne metaboolne rada. P&hirada, mis esineb palju-
des organismides, elundites ja kudedes. Nait. glukoluus,
Krebsi tsiukkel jt.

6. Spetsiifiline metaboolne rada. Rada, mis eksisteerib ai-
nult teatud organismides, elundites v6i kudedes ning on reeg-
lina seotud mingi spetsiifilise funktsiooniga. Nait. karba-—
miidi suntees imetajate maksarakkudes, mis on seotud ammoni-
aagi neutraliseerimisega*

7. Energiavahetus* Kuna mateeria muundumisega metabolismi
kaigus kaasneb alati ka energia muut, siis on energiavahe-
tus lahutamatu Uldisest ainevahetusest* Uetaboolsed rajad ja
reaktsioonid on alati seotud kas energia tootmisega ja tema
akumuleerimisega vOi energia tarbimisega.

3. Valkude, siusivesikute, lipiidide, nukleilnhapete jne« me-
tabolism. Selline liigendamine on puhtpraktiline ja didak-
tiline. Tegelikult organismis moodustavad nad vastastikuste
uleminekute ja seoste tdttu uhtse terviku.

uldise ainevahetuse uurimise meetodid* Uuldine ainevahetus
taidab jargmisi pohifunktsioones 1) energia ammutamine va-
liskeskkonnast paikeseenergia voi orgaaniliste Uhendite kee-
milise energia kujul; 2) eksogeensete ainete muundamine or-»
ganismi makromolekulide struktuurseteks elementideks, eeehi-
tuskivideks"; 3) funktsionaalsete ja struktuursete raRu mak-
romolekulide slntees monomeeridest; 4) "vananenud" rakukom-—
ponentide IBhustamine, energia tootmine ja I1dppproduktide
moodustumine.

Kooskoblas uldise ainevahetuse liigendamisega vdib uuri-
mismeetodeid jagada jargmiselt*
1. Valise ainevahetuse uurimismeetodid. Knuluvad kaasajal
rohkem fiusioloogia valdkonda (vt. fusioloogia kursus)*
a) Ainete bilansi maaramine* Peegeldab organismi uldseisun”
dit ja ainete muundumise Kiirust organismis.
b) Snergiabilansi maaramine. VO&imaldab hinnata energeetiU*»
si muutusi organismis, vOrreldes toiduga sisestatud ja orga-
nismist eritunud energia hulki. Arvestatakse, et taielikul
okstidatsioonil organismis annab | g rasva 38,8 kJ (9,3 kcal),



1 g valku 18,0 kJ (4,3 kcal) da 1 g susivesikuid 17*2 KJ

(4,1 kcal). NBI Toitainete tegelik energeetiline efekt ei
seisne mitte nende Idhustumisel toimuvas energiamuudus,
vaid toitaine Uhe molekuli I8hustumisel moodustuva ATP mo—
lekulide arvus.

c) Hingamiskoefitsiendi (RQ) maaramine. RQ on teatud ajauhi-—
kus eritatud C02 ja tarbitudO,, molaarne suhe. Ta v&imaldab
hinnata konkreetsete toitainete muundumist ja energia toot-
mist organismis antud tingimustes. Nait. kui RQ = 1, siis ko-
gu energia (soojus) tekib ainult susivesikute oksudatsiooni
arvel; kui RQ » 0,85 siis moodustuvast soojusest langeb 84%
susivesikute oksudeerumise arvele ja 16% lipiidide oksudee-
rumise arvele.

d) Ainete saatuse .la .jJaotumise maaramine organismis (kasuta-
takse mSrgistatud aatomeid).

2. Rakusisese metabolismi uurimismeetodid. . Neid v38ib jagada
kolme ruhma: a) uuringud tervikliku organismi tasemel. Siia
kuuluvad kodrmuskatse, isotoopide meetod, kaasasundinud meta-
bolismi hairete uurimine, katsed toitesegudega, auksotroofse—
te mutantide meetod jt.; b) analUutilis—desihtegreerivad
meetodid. PShinevad sellel, et metabolismi uuritakse tervik-
likust organismist isoleeritud elundite, koeldikude, rakkude,
homogenaatide, raku subtsellulaarsete fraktsioonide ja indi-
viduaalsete ensuumide tasemel; c¢) slUnteesivad meetodid, ul-
distavad eeltoodud meetoditega saadud faktid terviklikuks
metaboolseks protsessiks, kasutades mudeleid, abstraktseid
slisteeme ja kaasajal ka arvutustehnikat (lahemalt kasitatak—
se metabolismi uurimismeetodeid loenguJd}. L6pliku vastuse an-
tud metaboolsete protsesside kulgemise, regulatsiooni ja vas-
tastikuste seoste kohta annab kdigi uurimismeetodite poolt
kogutud informatsiooni Uldistamine.

Inimtoidu koostis. Pdhltoitalned. Toitainete pdohifunktsioo-
nidest (energeetiline, struktuurne e. plastiline, bioregulaa—
torite moodustumine jt.) tuleneb, et haireteta metabolismi
tagamine on seotud ka organismi ratsionaalse toitumisega.Ja-
relikult on Uheks biokeemia haruks ka toitumise biokeemia,
mis uurib antud toitaine funktsiooni, tema liialt v&6i puudu-
sest sugenevate hairete loomust ning tekkemehhanismi, toit-
ainete essentsiaaisust ja asendatavust.

90



Inimtoidu koostises leiduvaid organismi elutegevuseks
vajalikke komponente v8ib liigendada: 1) keemilise loomuse
jargi: a) orgaanilised - susivesikud, lipiidid, valgud, vi-
tamiinid; b) anorgaanilised — vesi, mineraalained, mikroele-
mendid; 2) kvantitatiivse sisalduse alusel: a) pdhilised —
susivesikud, lipiidid, valgud, mineraalained, vesi; b) mi-
noorsed — vitamiinid, mikroelemendid; 3) bioloogilise Tolii
alusel: a) asendatavad - susivesikud, lipiidid (nukleiinha—
pete sisaldus toidus ei ole vajalik); b) asendamatud - val-
gud (asendamatute AH-te tRttu), enamik vitamiine, rida mi-
neraalaineid, mikroelemendid*

Levinuim on toitainete liigendamine pdhilisteks ja mi-
noorseteks. Pohitoitainete 00paevane vajadus inimorganismi
jaoks on jargmine: siisivesikuid — umbes 500 g; loomseid ja
taimseid lipiide kokku — 60-80 g; valke — 110 kuni 120 g;
mineraalaineid — 10 kuni 15 g; vett — umbes 40 g 1 kg keha-
kaalu kohta (imikutel on veevajadus 3 “4 korda suurem).

Toitainete seedimine ja imendumine* uldise ainevahetuse esi-
meseks etapiks on poliimeersete orgaaniliste toitainete 1$—
hustamine (hudroluius) seedetraktis monomeerideks suhteliselt
mittespetsiifiliste ensuiumide toimel. Suhteline mittespet—
siifilisus on vajalik seileks, et seedetrakt suudaks adek-
vaatselt reageerida toitainete koostise varieerumistele.
Toidu komponentide seedimise ja imendumise normaalseks kul-
gemiseks on vajalik ka toidu tasakaalustatus, et« vajalikud
komponendid peavad toidus sisalduma kindlates omavahelistes
vahekordades*

1. Susivesikute (SY—te) seedimine (hudroliuis). Toidu pShi—
line SV on tarklis. Peale tarklise on toidus veel glikogee-
ni, sahharoosi, laktoosi, fruktoosi, tselluloosi, pentoose.
a) Seedimine suuSOnes* Algab tarklise (glukogeeni) sisemis-
te ol ,4—glikosiidsidemete hidroliiis sillje o6-amilaasi (an—
doamilaas) toimel, sulje oC—amilaas on glukoproteiinsete
isoensuumide segu pH—optimumiga 6,8—7,3« Nende aktiivses
tsentris on Ca2* ja neid aktiveerivad monovalentsed anioo-—
nid (eriti CI%). Seedetraktis to6tavad ka ~3—-amilaas, ots
eemaldab tarklise (dekstriinide, glikogeeni) mitteredutsee—
rivast otsast maltoosijaake, ning ”“—amulaas, mis eemaldab
mitteredutseerivast otsast glukoosijaake. P&6hiliselt moodus-
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tuvad dekstriinid, sest toit on suus luhikest aega, vahesel
maaral vabaneb ka maltoosi ja glukoosi (vt. joon* 13)*

b) Seedimine maos* Happelise maomahla toimel suljeensuumi-—
de toime parsitakse, mistdottu SV-te seedimist maos praktili-
selt ei toimu*
c) Seedimine peensooles? See on SV—-te seedimise po&hikoht,
kus peale maosisu neutraliseerimist pankrease bikarbonaati—
dega hudroluusitakse tarklis, glukogeen, dekstriinid ja amu—
lopektiin peamiselt maltoosiks jargmiste enstumide koostoos:
1) pankrease <K-amulaas, mis lI8petab sulje fl*—amilaasi poolt
alustatud hudroluusi* Ka pankrease o(—emulaas on tdéenaoli-
selt isoensuumide segu (pH—optimum 7*1), mida aktiveerib CI
ja stabiliseerib Ca2*. Suudab I6hkuda ka sulje c<—amulaasi
poolt I8hkumata jaanud tarklist; 2) soolendre amilo-1,6—
glukosidaasid ja oligo-!1,6—-glikosidaasid - 16huvad «6-,6-
glukosiidsidemeid, mis asuvad hargnemispunktides, s*t*
teevad vBimalikuks o(—amilaasi edasise toime*

Eelneva seedimise kaigus tekkinud (vO&i toidus juba ole-
masolevad) oligosahhariidid hudroluusitakse jargmiselt:
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} isomaltaas
isomaltoos maltoos

oligo-1,6—glukosidaas

maltoos maitaas__ 2 molekuli e*—gliikkoosi
o(—glukosidaas
sahharoos  Sahharaas,invertaas o*~gllikoos
~»—fruktoos
laktoos laktaas 4 —glikoos
~—galakfcos idaas £, —galakfcoos

Joon.14. Oligosahhariidide hudroluusi skeem

Ko&igi loetletud ensuumide jarjestatud toime tulemusena
hudroluusitakse toidu SV—-d (v.a. tselluloos) monoosideks,
millest pbhiosa moodustab glikoos, kuid tekib ka fruktoosi«
galaktoosi jt. monoose. Eristatakse seejuures* a) oonesee—
dimist (s.o. seedimine soole valendikus) ja b) membraansee—
dimist (s.o. 06dneseedimisel I6hustumata jaanud poluooside,
aga ka maltoosi, sahharoosi, laktoosi seedumine enterotsuu-—
tide pinnal, tapsemalt enterotsultide mikrohattude ehk nn«
hariaarise pinnal olevas vorkjas niidistikus — glukokaaluk-
sis) ¢
2. Susivesikute imendumlne Cresorptsioon). Imendumine kuju-
tab endast protsessi, mille kaigus Uhendid viiakse labi see-
detrakti limaskesta epiteeli verre ja lumfi. Imendumine labi
peensoole limaskesta epiteelirakkude (enterotsultide) toimub
difusiooni ja aktiivse transpordi teel (vt. ainete transpor-
di liikide loeng).

Uonosahhariidide imendumine on seotud mineraalainete
(Na+, K*, Ca2+, Mg2* jt.) imendumisega, mille aluseks on ak-
tiivne transport. Nii néditeks viiakse Na* aktiivselt epitee—
lirakku harjasaarises oleva transportsiusteemi abil (vt. joon.
15), CI"™ jargneb neile elektrilaengute tasakaaluseisundi
hairumise tottu.

Monooside imendumist iseloomustavad jargmised seaduspa-—
rasused* 1) imendumisvdimelised on ainult monoosid (nait.
parenteraalselt manustatud disahhariidid ei lulitu metabo-
lismi ja erituvad uriiniga); 2) monooside imendumiskiirused
(%—des) on erinevad* D-glikoos - 100, d-—galaktoos — 110,*
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D—fruktooe — 43, D—aannoos — 19, L-—ksulooe — 15, L-—arablnoos
—9); 3) mannoos, ksuloos ja arabinoos imenduvad difueiooni
teel, teised monoosid imenduvad ATP energiat ndudva aktiivse
transpordi teel (vt* joon. 15); 4) enterotsuutides toimub
imendamise kaigus teiste heksooside uleminek glukoosiks.
Monooside (aga ka aminohapete) aktiivse transpordi meh-
hanismi vO@ib kujutada jargmiselt (Joonis 15)* susivesikad
ja Na+ viiakse Uheaegselt soole valendikust enterotsuuti.
Glukosiid floridsiin inhibeerib Sv—te ulekannet, kuid ei in-—
hibeeri Na+ Ulekannet, st. Na+ Ulekanne rakku jatkub. Basaal-
membraanis olev Na,K—ATPaas
eemaldab rakust Na* liia,
millega kaasneb ka glukoo-
harjas— si ulekanne kapillaa-
aaris ride verre, luues glukoosi
transpordiks vajaliku Na—
gradiendi (soole valendi-
kust enterotsuuti) ATP
—ouabaiin gnergia arvel. Na,K—ATPaa—
Le—"basaal — si tapne roll glukoosi ule-
membraan kandes labi basaalmembraa—
ni pole selge. Sudamegluko—
siid ouabaiin, mis spetsii-
filiselt inhibeerib Na,K-
ATPaasi (ei teki Na—gradi-
enti), inhibeerib ka monoo-
side ja AH-te aktiivset transporti.
Imendunud monooside saatus. Kuna toidu p&hiline SV on tark-
lis, siis moodustab imendunud monooside pdhimassi glikoos,
mis—jargnevalt satub varativeeni kaudu maksa ning fosforulee—
ritakse glikoos—6-P—ks, mida kasutatakse gliikogeeni siintee-
sil voi lulitatakse metabolismi. Osa glukoosi labib maksa
muundumatult ja l&heb vere vahendusel kudede tarbeks. Vahene
osa glukoosi muundub imendumise kaigus glukoos—1-P—ks, mis
maksas muudetakse gliikoos—6—-P—ks. See osa galaktoosist ja
fruktoosist, mis imendumisel pole glikoosiks muundunud, satub
varativeeni kaudu maksa, kus nad lulitatakse gluikoosi meta-
bolismi radadesse.
Nii maksa kui ka teiste ekstrahepaatiliste kudede rak-
kudesse sisestub glikoos verest kergendatud difusiooni teel

Joon* 15» Monooside (aminohape-
te) imendumise skeem



(vt. transpordi liikide loeng).

Tselluloosi téhtsus susivesikute seedimises. Kuna inimorga-
nismi seedendredes pole 76-1,4—glikosiidsidet hudroliusivat
ensuumi, siis tselluloos ei seedu. Seedetrakti I6puosas olev
mikrofloora teatud maaral siiski lagundab tselluloosi, mille
tulemusena tekivad mitmed o6rgaanilised happed - etaanhape,
vOihape, hudroksuvdihape, piimhape jt*, ning mitmed gaasili-
sed produktid. Kuigi seega loviosa tselluloosi ja hemitselhz—
loosi valjutatakse, on tselluloosil oluline roll seedimises,
kuna: 1) tselluloos loob seedetrakti pooltahke sisu, osaleb
faeces'e moodustumises ning stimuleerib soole peristaltikat,
2) bakteriaalsel lagundamisel tekkinud orgaanilised happed
on peale imendumist kasutatavad energeetiliste substraatiden*.

Rohust6jate loomade maos leidub mikroorganisme, mis mal-
davad tselluloosi orgaanilisteks hapeteks. Viimaste kaudu
6mastavadki antud organismid suurema osa tselluloosist*

3* Lipiidide seedimine (hudroluus). Lipiidide seedimise ja
imendumise bioloogiline tahtsus sdisneb hudrofoobsete toidu-—
lipiidide ja nende kaudu ka rasvlahustuvate vitamiinide ja
asendamatute rasvhapete omastamises* Toidulipiidide p6himas-
si 0799#) moodustavad seejuures triatsuulglutseriidid (TG)
e* neutraalrasvad*

Lipiidide seedimine ja imendumine h&lmab jargmisi aspek*—
te: 1) emulgeeriminej 2) hidroluts; 3) imendumine ja re—
suntees soole limaskestas; 4) transport vere vahendusel ning
jaotumine elundites ja kudedes.

Lipiidide emulgeerimine* Selles protsessis on olulised pindi—
aktiivsed ained — emulgaatorid, mis vahendavad kahe faasi
(nait. Oli ja vesi) vahelist pindpinevust ja tagavad peentil-
galise emulsiooni tekke. Lipiidide emulgaatoreid vd8ib jagada
kahte ruhma: a) hudrofiilsed emulgaatorid; nende hulka kuu-
luvad sapphépped ja nende soolad kui tahtsaimad emulgaatorid,
ning valgud; b) lisafaktorid, mis soodustavad emulgaatorite
—toimet (pankrease bikarbonaatidest tingitud leeliseline reakt-
sioon soole valendikus, rasvhapete soolad). Sapphapete soolad
(ka valgud) adsorbeeruvad rasvapiiskade pinnale nii, et hid-
rofiilne molekuli "pea" jaab veekeskkonna poole. Kuna ala-
neb vee ja rasva vaheline pindpinevus, siis suured rasvatil—
gad lagunevad Oli/vesi tuupi peenemulsiooniks, mis oluliselt
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sapphappe suurendab rasvatilgakeste

molekuli dldist piirpinda. Kuna
hudrofiil - linol ilised id
ne "pea" ipoluutilised ensuumi

toimivad po6hiliselt emul-
geerunud lipiidide piir—
hudrofoobne PRinnal, siis mida paremini
"saba" lipiidid on emulgeerunud,
seda paremini nad hudroluu—

vesi 8uvad*

a) Seedimine suudbnes. Kuna vastavad ensuumid puuduvad, siifc
siin lipiidide seedimist ei toimu.

b) Seedimine maos. Vaikelastel (eriti rinnalastel) on maeo-
mahla pH umbes 5;0. Kuna mao lipaasi pH—optimum on samuti
5,0-7,3 aing piimarasv on piimavalgu kaseiini toimel hasti
emulgeerunud, siis toimub vaikelaste maos piimarasva oiulina
seedimine. Taiskasvanute maomahla pH on 1»5-2»5* mis parsib
toidu lipiidide emulgeerimist ja lipoluutiliste ensuumide ak-
tiivsust. Siiski toimub maos toidu emulgeerunud lipiidide
(piimarasv) ja lipoproteiinsete komplekside teatud hudroluis;
mis teob neid k&ttesaadavamaks pankrease ensuumidele. Selle
tulemusel tekib ka vaheses koguses vabu rasvhappeid, mis,
liikudes soolde, kaituvad seal soolade vormis téiendavate
emulgaatoritena.

c) Seedimine peensooles. Siin leiab aset lipiidide pdhiline
hudroluiis (lipoluus) vastavate tingimuste olemasolu téttu*
JT) COg mullikesed, mis tekivad happelise maosisu neutralisee-
rimisel pankrease nore ja soolendre bikarbonaatidega, segavad
toidumassi hasti labi ja soodustavad emulgaatorite toimet;

2) toimub lipiidide pdhiline emulgeerimine sapphapete toimel;
3) kolipaasi (kofaktor) ja sapphapete mdjul aktiveerub neut-—
raalrasvade lipolulisi keskne ensuUm — pankrease lipaas. Soo-
le lipaas on vahema aktiivsusega ja ta hudroluusib ainult
monoatsuulglutseriide (MG).

Neutraalrasvade hudroluus. TG taielik hudrolitus toimub pank-
rease lipaasi toimel jarkjarguliselt: algul suhteliselt Kkii-
resti hudroluisitakse esterside asendites | ja 3 ning tekib
2—monoglutseriid (2—MG). Selle hudroluus on aeglasem ja teda
kasutatakse osaliselt ka TG—de resinteesil soole limaskestas
(vt. vastav loeng).
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0 A~CHp—O"b-—It, P cHgoH

3cH2 —-0-C-Eb 2 CH2”"0 —C” R3
diatsuulglutseriid

y0O  CHgOH
+ R™NCOOH llpaa3.-» R9-C~O-(Sh + R, COOH
1 *HZ> CH20H
2-MG
q20H;
2) 2-MG lipaas-~ HO-CH +  RpGOOH
& H2° <4,OH
glutserool

Fosfolipiidide (EL) hudroluius» Nende hulk toidus on vaike
(~ 1% toidulipiididest) ning nad hiudroluisuvad vastavate
fosfolipaaside toimel glitserooliks, rasvhapeteks, fosfor-—
happejaagiks ning lammastikaluseks:

6 (iH?_O_C_Ri He? fosfoill'paas
R2-GrO-CH
T P GH
+H-0 I OH,—-0 —P —0-CH2—-CHp—*t~"CH3
- — J *W I rV
fosfolipaas Ap . X . .
/ —}. koliin (ka etanoolamiin,
fosfolipaas 0 aerlill)

Kui rasvhappejaak eralduks ainult asendist 2 fosfolipaas A2

toimel, tekiksid vaga toksilised lusofosfgtiduulderivaadid,

mis pbhjustaksid erutrotsuutide hemoliusi. Nii on maomurki—

de sattumisel verre nende kdrge aktiivsusega fosfolipaas A2

hemoluisi pbdhjustajaks ja toksilise toime Uheks komponendiks.
Seedetraktis on lusofosfatiduulderivaatide teke valditud fos—
folipaaside Uheaegse toime tottu.

Kolesteriidide hudroluus. Toidu kolesteriidid, mida leidub

toidu uldlipiidides alla 1%, hiudroliisitakse pankrease ja

soole kolesterooli esteraaside toimel rasvhapeteks ja Vabaks
kolesterooliks.

4. Lipiidide imendumine. Lipiidide seedimisel tekivad vees

lahustuvad thendid (glutserool, HA"FO", fosfolipiidide N—elu-r
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sed), mis imenduvad vaball] ning vees lahustumatud Uhendid
(rasvhapped, kolesterool, 2-MG, DG, véahesel maaral ka seedu-—
mata kolesteriide ning TG), mille imendumine vajab abimehha—
nisme# Vees lahustumatud Uhendid imenduvad jargmiselt:

1) rasvhapped (<10 C) komplekseeruvad sapphapetega mitsel—
lideks (vt. joon* 16 )j 2) pikaahelalised rasvhapped (>10C),
2-MG ja kolesterool komplekseeruvad sapphapetega mitselli—
deks, millede pinnale seostuvad seedumata fosfolipiidid;

3) seedimata jaanud TG-did imenduvad vahesel maaral mikro—
tilkadena. Nende mo6tmed peavad olema alla 0,3 Am« Kuigi

see organismivooras rasv ladestub rasvkoes, hudroluusitakse
ta alati enne kasutamist«

SOOLE VALENDIK SOOLE LIMASKEST
sapphapped
o oT LIHAS
0 09
lipaasid
F- MAKS
PL mitsellaarne Mitselli
difusioon lohus—,
“tumine .
LUMF  vEHI
valk
MITSELL
kulomikron (KM)
(MG — monogliutserlid) (valk = .2%) RASVKUDE
(K — kolesterool) (TG = 87%)
(FL — fosfolipiid) (K = &%)
(o - rasvhapped) (PL = 5%)

Joon« 16« Lipiidide seedimise ja imendumise
uldskeem
Peensoole limaskestas toimub TG-de ja fosfolipiidide resun—
tees ning nad komplekseeruvad kolesterooli ja valguga spet—
siifilisteks osakesteks — kulomikroniteks, mis oramddtmete
tottu ei suuda tungida kapillaride verre, vaid nad difundee—
ruvad seedetrakti I*umfaatilisse susteemi, kust rinna lumfi—
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juha kaudu nad satuvad vereringesse. K&Lomikronite abil toi-
mub eksogeensete TG—de, kolesterooli ja osaliselt ka FL-de
transport peensoolest labi lumfaatilise susteemi verre (li-
piidide transporti kasitletakse vastavas loengus)»

5. Valkude seedimine (proteoliius). Valkude seedimise bioloo-
giline funktsioon seisneb toiduvalkude hudroluusimises AH—ks,
mille kaigus kaob toiduvalkude liigi— ja koespetsiifilisus
(s.t, ka antigeensus) ning peale AH-te imendumist kindlusta-
takse vabade AH-te fondi taienemine, Toiduvalkude 18plik hidf—
roluus tagatakse proteoliltiliste ensiumide (proteaaside)
jarjestatud toimega, Proteaase vdib tinglikult liigendacLa
kahte rilhma: 1) endopeptidaasid, mis hidroliusivad ahelasi—
seseid peptiidsidemeid (pepsiin, gastriksiin, renniin, trup—
siin, kumotrupsiin, elastaas, kollagenaas), ja 2) eksopep—
tidaasld, mis hudroluusivad ahela otsmisi sidemeid (amino—
ja karboksuUpeptidaas, di— ja tripeptidaasid)s Peaaegu koik
proteaasid slnteesitakse seedenaarmete sekretoorsetes rakku-
des zumogeenidena (proensuimidena), mis aktiveeruvad alles
seedetrakti valendikus osalise proteoliulsi kaigus (vt, ensu-—
moloogia kursus — piiratud proteoliis ja autokataluutiline
aktivatsioon). Selline mehhanism valdib proteaase sunteesi-
vate naarmerakkude autollUusi, Proteaaside aktivatsiooni (aga
ka sunteesi) kontrollivad mitmed valgulised inhibiitorid,

a) Seedimine suudbnes. Vastavate E—de puudumise tdttu siin
valkude seedimist ei toimu,

b) Seedimine maos. Valkude seedimine algab maos, kuna siin
on olemas selleks vajalikud faktorid,

1« HC1, Moodustub meo limaskesta parietaalrakkudes, Protse»—
sis toimub H+ aktiivne transport 106—kordse gradiendi vastu,
kasutatakse ATP energiat ja osaleb K(H)—ATPaas, HC1l taidab
jargmisi funktsioone: a) denatureerib toiduvalke, mis ker-
gendab proteaaside toimet; b) loob happelise keskkonna (pH >
= 1*5-2,5) pepsiini optimaalseks toimeks, c) aktiveerib pep—
sinogeene, d) reguleerib happe-leelistasakaalu, e) omab
bakteritsiidset toimet.

2. Maomahla proteaasid. Toodetakse maondirmete pearakkudes:
a) pepslinid. Moodustuvad | tuupi pepsinogeenidest HCI ja
aktiivsete pepsiinide toimel (autokataluUutiline aktivatsioon)

T

pepsinogeenid (I tuip) ————— n pepsiinid
(Mr b 41 000) ~Mp=» 35000)
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Pepsiinide toime pole kSrgelt spetsiifiline. Peamiselt
hudroluusivad nad peptiidsidemeid, mille moodustumises osa-
levad aromaatsete aminohapet* (Phe, Tyr, Trp) karboksuulruh—
mad. Marksa aeglasemalt hudroluidsivad nad peptiidsidemeid,
milleks karboksuulrihma annavad Leu, Asp ja Glu# Pepsiinide
toime tulemusena tekib oligopeptiidide segu (albumoosid,
peptoonid) ja vahesel maaral vabu AH—id#

b) gastriksiin. Tekib Il tuupi pepsinogeenidest# Tema tek—
ke— ning toimemehhanism on analoogiline pepsiinide omaga#
Erinevalt pepsiinidest on gastriksiini pH optimum 3,0—-5*0.
c) renniin» Esineb noorloomade ja rinnalaste maos# Tekib
inaktiivsest pepsinogeenide homoloogist ning kalgendab pii—
mavalku jargneva skeemi kohaselt:

renninogeen ———— « renniin ~glukopeptiid
(kuimosinogeen) (kuimosiin)
piima —kaseiin ——— parakaseiin
Ca2+

kalgendunud piim (laap)

3. Lima# Eritatakse pindepiteeli ning naarme kaelarakkude
poolt# Mutsiinide sisalduse tSttu taidab ta maeo limaskesta
kaitsefunktsioonid

4, Regulatoorsed faktorid. Maomahla ja tema koostisse kuu-
luva BCl sekretsiooni tahtsaimad regulaatorid on Kastriinid
ja histamiin. mis moodustuvad mao limaskesta spetsialiseeri-
tud rakkudes.

5# Spetsiifilised ained. Siia kuulub mukoproteiinne Castle
sisemine faktor, mis kindlustab vitamiin Bl2 omastamise,

c) Seedimine peensooles. Valkude pdhiline seedimine, mille
kaigus hudroluusitakse veel seedimata valgud ning varem tek-
kinud polu— ja oligopeptiidid, toimub peensooles. Selles
jprotsessis osalevad jargmised faktorid: 1. Pankrease bikar—
bonaadid. Neutraliseerivad happelise maosisaldise, kusjuu—
Tes tekkiv CO02 soodustab toidumassi labisegamist. 2) Pank-
rease ndre proteaasid (trupsiinid, kimotrupsiinid, karboksiu-—
peptidaasid, elastaas, kollagenaas) ja soole nore proteaasid
(aminopeptidaasid, di— ja tripeptidaasid). Nende E—de zimo-—
geensed vormid aktiveeruvad soole valendikus uUhtses aktivee—
rumissusteemis, milles keskset rolli mangib trippiin (joon.
17 ).
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autokataluus WRUPSINOGEEN  (Mp = 24-700)

enteropeptidaas— —J
(enterokinaas) 1:/ L .mheksapeptiid

'tropsiin - (mr = 22700)

KOMOTRUPSINOGEMID PROELASTAAS PROKGLLAGENAAS
A ja B
yV ELASTAAS
KOLLAGMAAS
KUMOTRUPSIINID/ PROPOSFOLIPAAS
PROKARBOKSUPEPTIDAASID
A ja B FOSFOLIPAAS
J

PROAMINOPEPTIOAASID
KARBOKSUPEPTIDAASID A .ia B

AMLLIOPEPTIDAASID

Joon* 17. Zumogeenide aktivatsiooni skeem peensoole
valendikus

Proteaaside toime spetsiifilisus sooles on jargmine:
a) trupsiin hudroluusib po6hiliselt neid peptiidsidemeid,'mil-
le moodustumises osalevad aluseliste AH (Lys, Arg) COOH-ruh-
mad, b) kumotrupsiinid (<%« jt«) omavad laiemat
toimespetsiifilisust kui trupsiinj eeskatt hudroluusivad nad
peptiidsidemeid, mille annavad Phe, Tyr, Trp. (NBl Trupsiini
ja kumotrupsiinide koostoime asendab pepsiini efekti), c)elas—
taas omab laia toimespektrit, hudroluusides pdhiliselt pep-
tiidsidemeid, milles osalevad Ala, Val, Ser, Leu, Gly jt*
COOH-riithmad (NBI Kuigi trupsiini ja kumotrupsiini struktuuri
ja elastaasi struktuuri vahel on analoogia, pole kaks esimest
E vodimelised hudroluusima elastiini), d) koHaKenaas hudro-
luusib kollageeni, I6hustades pdhiliselt sidemeid, milles osa-
levad Gly ja Pro COOH-ruhmad, e€) karboksupeptidaasid ja ami-
nopeptidaasid eraldavad peptiidahelast vastavalt C—terminaal—
seid ja N—terminaalseid AH—eid (vt. skeem)
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n 1
— — C—N-— (H— COOH

Aminopept idaasid l&rt?oksupeptidaasid A* ja
(nait. alaniini aminopeptidaas,
leutsiini aminopeptidaas)

f) tri— ja dipeptidaasid hudroluusivad vastavalt tri— ja di—+r
peptiide valkude seedimise I0ppetappidel (nait. soole nodre
glutsiin—glutsiindipeptidaas hudroliusib dipeptiidi Gly—-Gly;
prolinaas hudroluusib peptiidsidemeid, milles osaleb Pro
COOH—ruhm, prolidaas hudroluusib dipeptiide, milles prolii-
ni N—aatom on seotud happe amiidsidemega)

Kui pankrease ndre E—-d osalevad pdhiliselt 60nesiseses
proteoluusis, siis soole ndre Bul osalevad ka membraanses
proteoluusis (vt* eespool). Proteolulsi I8ppetapid vdivad
toimuda ka enterotsuitides, kus leiduvad aminopeptidaasid ja
dipeptidaasid, mis teostavad rakusisest proteollusi.

3. Mitmesugused hormoonid: a) sekretiin (sunteesitakse peen-
soole Ulaosas vaikestes granulaarsetes S—rakkudes. Sekretiin
reguleerib pankrease bikarbonaatide—rikka, kuid E—de—vaese
nBre sekretsiooni), b) koletsustokiniin—pankreozimiin
(CCK-PZ) (sunteesitakse peensoole Ulaosa endokriinsetes rak-
kudes ning ta reguleerib pankrease bikarbonaatidevaese, kuid
E—de rikka nOre sekretsiooni), c¢) terve rida peptiidseid
hormoone (nait. GIP, VIF, enteroglikagoon, motiliin), mida
toodetakse peensoole rakkudes.

Liitvalkude seedimine. Toidu nukleoproteiinide pohiosa I16hu-
takse maos HCl ja pepsiini toimel valguks ja nukleiinhape—
teks. ulejaanud osa Idhustub valguks ja NH—ks 12—s8rmiksoo—
les (peamiselt trupsiini toimel)» Vabanenud NH-d (aga ka
toidu NH—-d) hudroluisitakse peensoole Ulaosas jarmiste E-de
jarjestatud koostoimes: a) nukleaasid (pankrease ndre ja
soole ndre ribonukleaas ja desoksuribonukleaas), mille toime
NH—tele viib peamiselt luhikeste oligonukleotiidide ja ka va-
hesel maaral mononukleotiidide moodustumisele, b) fosfpdies—
teraasid, mis Idhustavad peamiselt oligonukleotiide vOoi

* eraldab pdhiliselt aromaatseid AH (Phe, Tyr, Trp)
** eraldab pdhiliselt aluselisi AH (Lys, ArQg)
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5* —mononukleotiidideks, 0) 31— la 5' —nukleotidaasid Cfoafa—
taaaid) , mis hudroluusivad vastavaid mononukleotiide nukledt
siidiks ja fosforhappe jaagiks, d) nukleosidaasid. mis lo—

hustavad vastavaid nukleosiide N—-alusteks ja vabaks pentoo—

sika. Toenaoliselt realiseerub nukleosidaaside toima imendu—
mise kaigus (vOi isegi peale imendumist)# Toidu kromoprotei—
nid (Hb, muoglobiin)* Idhustatakse hudroluittiliste E—de toi-
mel valguks ja pigmeftdiks. Kuna heem oksudeerub seedumatuks

hematiiniks**, siis ta valjutatakse, s.t. ta pole kasutatav

organismi-spetsiifilista kromoproteiinide sunteesiks.

6, Valkude seedimisproduktide imendumine. AH transmembraanne
transport. Podhilised imendumisele alluvad Uhendid on va-
bad AH (hudroluidsumata valkudena imenduvad mdned rinnapiima
immunoglobuliinid; mdned albumiinidj botulismi, koolera,dif-
teeria toksiinid). AH imendumine on uldiselt aktiivne prot-
sess, mis nBuab energiat. AH imendumise peamised mehhanismid
oleksid jargmised: a) Nad4—gradiendist sdltuv imendumine (vt.
SV imendumine), b) imendumine spetsiifiliste transportaus—

~oeTAnB (valguliste kandjate) abil. Eksperimentaalselt on
naidatud, et eksisteerivad erinevad valgulised kandjad struk-
tuurselt lahedastele AH-te ruhmadele: a) neutraalsed, vaike-
se R—grupiga AH (G2y, Ala, Ser, Cys), b) neutraalsed, mahu-
ka R—grupiga AH (Vai, Leu, lie, Phe), o) aluselised AH (Lys,
Arg), d) happelised AH (Glu, Asp), e€) Pro valguline kandja.
AH konkureerivad uUksteisega valgulise kandja parast (nait.
Leu parsib lie ja Vai imendumist). c¢) AH Imendumine gluta—
muadali tsukli**** vahendusel (vt. skeem), ~“—glutamiuulitrans—
feraas kui votmeenstiim kannab glutatiooni glutamiulgru—
pi labi membraani transporditavale AH-le. Jargneb transpor—
dikompleksi I8hustumine vabaks AH-ks ja 5-Hyp-—ks. Tsukli
ulejdanud reaktsioonides taastub glutatioon. uUhe AH ulekan-
ne nduab 3 ATP molekuli I8hustumist. d) vaga vaike osa AH
imendub difusiooni teel.

* nad on toidus denatureeritud kujul
** seedumata on.ka taimne klorofull
*** vt. transpordi liikide loeng
**** tsikkel on oluline ka AH transpordil labi membraanide

ajukoe, lihaskoe,— neerukoe jt. puhul
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AH (rakuvaline)

) ~—glutamuuli transpe”t s)

f—Glu—Cys—G2y (glutatioon)

(raku— 5—hudroksu—
sisene) proliin

ATP
ADP+Pi

Esitaksime lopuks ka seedimise uldskeemi (vt. lk. 105)*

Teadmiste kontroll

1. Omandage DB kd&ige uldisemad p6&himdisted.

2. Iseloomustage uUldise ainevahetuse uurimise meetodeid,

3» Kuidas vOib liigendada inimtoidu komponente?

4. Omandage SV, lipiidide ja valkude seedimise ensuumid. Kus
toimub nende toitainete pd&hiline seedimine?

5* Milline Uhine mehhanism téotab SV ja AH imendumisel?

6. Mis on mitsellid ja kulomikronid?

7. Mis on seedeensuumide autokataluitiline aktivatsioon
(tooge naiteid)?

8. Kirjeldage glutamuili tsukli tood.

Kir.iandus

1. BepesoB T.T., KopoBkvH B.9 ., Buonornyeckas xvmmsa, 1983,
Ik—d 318-326, 381-391, 441-460.
2. CrtpoeB E.A., Buonorndeckas xummns, 1986, k. 172-190.
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TOIT
Valgud H20
5\ Mineraalained
Lipiidid Vitamiinid
SULG: oC-amilaas
Maltaas (?)

MAOMAHL: Mao lipaas
Pepsiinid
Gastriksiin
Renniin

SAPP:  Sapphapped
Sapipigmendid
Kolesterool

kolesterool

rasvhapped
PANKREASE NOKE: / TG
06-amulaas, Laktaas, Maltaas» N-—alused

Sauharaas® m

Trujjsiin. Kumotrupsiinld, Karbok—
supeptidaasid, Kollagenaasid,
Biastaas

Lipaas, Kolipaas, Fosfolipaasid
Ai ja Ap
Nukleaasia
SOOLE nOrE:
Amilo-1 ,6—glukosidaas, Oligo—1,6—glukosidaas
(isomaltaas)

Aminopeptidaasid, Di— ja Tripeptidaasid,
Enterokinaas

Lipaas, Fosfolipaasjd C. » Al ...

Posfodiesteraasid, 3'— ja 5'—nukieotidaasid
(fosfataasid)

Nukleosidaasid

Joon. 18. Seedimise uldskeem

Teoreetilis—laboratoorne praktikum nr. 10

Teema: BIOKEEMILISTE REAKTSIOONIDE ENERGEETILISED ASPEKTID.
BIOLOOGILISE OKSUDATSIOONI ENSUUMID
Teadmiste algtase:

1. Ekso— ja endotermilised reaktsioonid.
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2. Mikro- ja makroergilised uhendid.

3. Organismide liigendamine toitumise ja energiaallikate
alusel.

4. Aeroobsed ja anaeroobsed organismid.

Uldised arusaamad. Kuigi kogu eluslooduse jaoks on primaar-
seks energiaallikaks paikese energia, on organismide elutege-
vuse aluseks orgaaniliste Uhendite muundamine. Seejuures ei
saa elav rakk kasutada kogu antud tUhendi energiat*, kuna ai-
nult teatud osa sellest on kehatemperatuuril muudetav tooks
(soojus ei tule organismis todtegijana arvesse). Seda osa
Uhendi energiast nimetatakse biokeemia-alases kirjanduses
vabaks energiaks (tuhistatakse G).

Paljude biokeemiliste reaktsioonide vdimalikkuse, t66-
vBime ja suuna hindamiseks ei piisa soojusefekti (eksotermi-
line ja endotermiline) hindamisest, seetdttu kasutatakse
jargmisi mdisteid* 1) eksergoonlline reaktsioon - vaba ener-
gia vahenemisega (Araandmisega) kulgev reaktsioon, s.t. vaba
energia muut on negatiivne (-FiG). Selline reaktsioon kulgeb
peale kaivitumist spontaanselt (nhait. reaktsioon A-*>B, kui
Uhendi A vaba energia > kui uUhendil B), 2) endergooniline
reaktsioon - vaba energia suurenemisega kulgSv reaktsioon,
s.t. vaba energia muut on positiivne (+ AG). Reaktsiooni
kulgemiseks on siusteemi vaja energiat juurde anda (nait.
reaktsioon A-~B, kui Uhendi A vaba energia < kui thendil B).

Kui reaktsioon &G m 0, siis reaktsioon on tasakaalusei-
sundis, s.t. ta pudab kulgeda mdlemas suunas lUhesuguse jduga
ja ta ei tee tood.

Vaba energia arvutamise aluseks on standardne vaba ener-
gia (GO)**. See on vaba energia,kui reageerivate ainete kont-
sentratsioon lahuses on 1 mool/l ning temperatuur * 25° ja
pH = 0 (neis tingimustes AG * AG®). AG° kui konstant lubab
vastava reaktsiooni isotermi abil*** leida AG vaartuse rea-
geerivate ainete mistahes kontsentratsiooni juures (s.t. hin-

* see on energiahulk, mis vabaneb soojuse kujjul antud Uhen-
di pdletamisel kalorimeetris konstantsel rohul
** arvestab ka seda, et G sOltub ka reageerivate ainete
kontsentratsioonist [produktid]
Pk AG > AG° + RT In ————— +
[Lahteainedj
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nata reaktsiooni vdimalikkust, toovoimet antud tingimustes).
Bioloogilistes slsteemides maaratakse G° pH 7 juures, see-
tottu standardse vaba energia muutu tahistatakse /\G°"-ga,
Kuna soojus ei tule tootegijana elavas objektis arvesse
(rakud ei suuda luua vajalikke temperatuurigradiente), siis
tuleb orgaanilistes Uhendites leiduv energia nende Uhendite
katabolismi lcaigus salvestada (enamasti salvestatakse see
keemilise energia kujul), et valtida tema taielikku hajumist
kasutul kujul - soojusena. SV, lipiidid, valgud ja nende hud-
roliusiproduktid ei saa olla vahetult "kituseks" rakuprotses-
sidele. Koigepealt peab toimuma nende Uhendite katabolism,
mille kaigus salvestatud energia antakse Ule energiat vaja-
vatele protsessidele. Jarelikult on katabolism ja anabolism
omavahel energeetiliselt seostatud (katabolismi ja anabollami.
energeetilistest seostumise vormidest vt. vastav loeng)« Ka-
tabolismi ja anabolismi energeetilises seostatuses mangib
tsentraalset rolli makroergliine Uhend - ATP«
Makroergiliaed sidemed« Orgaanilistes Uhendites oleva vaba
energia pohilisteks materiaalseteks kandjateks on aatomite
vahelised sidemed. Seetdttu muutub ka alati antud Uhendi va-
ba energia tase keemiliste sidemete muundumise kaigus« Ifak-
roergilisteks (energiarikasteks sidemeteks*, tahistatakse
~) nimetatakse sidemeid, mille hidrollisll toimuv vaba ener-
gia muut (-AG°") uletab 21 kJ/mool (ehk 5 kkaVmool)« Nait.
ATP hudrolutsireaktsioonil (ATP + K0 — » ADP + Pi) toimub
vaba energia muut (-AG) 50,6 kJ/mool** (7,5 keal/mool).
Makroergilised sidemed on peamiselt-esindatud fosfoan-
hudriidsete, anhudriidsete ja mitmesuguste estersidemete
(eeskatt tioestersidemete) kujul. Seetdttu sisaldavad nad ena-
mikul juhul makroergilise sideme lokaliseerimise kohal mole-
kulis fosfori vOi vaavli aatomit. Jargnevas tabelis on toodud

inimorganismi metabolismis olulisemad makroergilised uhendid,
aga ka moned olulised mittemakroeigilised fosfaadid.

* mbdiste “energiarikas side", mida kasutatakse biokeemias,

. erineb mobistest ''sideme energia« Viimase all mdistetak-
se fuusikalises keemias energiat, mis on vajalik kahe aa-
tomi vahelise sideme I10hkumiseks molekulis

*e jargmistel tingimustel: pH « 7,0, temperatuur s 37°C,Mg2+
liig, 1 M-ne lahteaine-ja produktide kontsentratsioon
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Tabel 5
MOningate Uhendite termodinaamiline skaala hidro-
luusi AG°" alusel* (pH m 7,0» temperatuuril
37°C, [Mg2+] = 0,001 M)

Uhend 0GO*" kJ/mool kcal/mool
Fosfoenoolpiruvaat (PEP) -60,4 -14.,4
CAMP -49,9 -11,9
cGMP -49,9 -11,9
1,3-difosfoglitseraat -49,5 -11,8
Atseetoatsetiiul CoA -43,9 -10,5
S-adenosuulmetioniin (SAM) -41,9 -10,0
Kreat iinfosfaat -37,8 -9,0
ATP (- AMP + PPi) -37,4 -8,9
Aginohapete estrid kui valgu -32,8 -8,1
sunteesi vaheproduktid
CH3 ”CASCoA -32.3 =7,7
Palmituulkarnitiin -32,3 -7.7
UDP-glikoos -31,8 -7,6
ATP (+ HgO —» ADP + PiI) -30,6 -7,3
ADP ( +H20 -» AMP + Pi) -28,9 -6,9
Glukoos-1-P -21,0 -5,0
Galaktoos-1-P -21,0 -5,0
Pruktoos-1-P -15,9 -3,8
AMP (—*Adenosiin ¢ Pi) -14,7 -3,5
GlUkoos-6-P -9,2 -2,2
Glutserool-1-P -9,2 -2,2

Markus: Kuigi raagitakse makroergilistest sidemetest, oleks
tapsem raakida vaba energia muudust hidroliusil, kuna ener-
gia muut ei tulene mitte ainult sideme hidroluusist, vaid
ka Uhendi struktuurist (nait. cAVWP, cGMP).

Tsentraalseks makroergiliseks Uhendiks on ATP, mis seob eks-
ergoonilisi protsesse endergooniliste protsessidega (vt. skeem®
Seejuures, kui eksergoonilistes protsessides (katabolismis)
leiab aset vaba energia muut Ule 50,4 kJ/mool** (12 kcal/

* bioloogilistes susteemides on &G° wulatus -8,4 kuni
. -60,4 kJ/mool

** reaktsiooni ADP + P/,— ATP [GO" omab fusioloogilistes

tingimustes antud vaartiust (pH O juures ja 25 C puhul
AG® . +35*3 KJ/mool (+8,4 kcal/mool)
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Eksergoonilised Endergoonilised
protsessid protsessid

-3V, valkude, lipii-
dide sintees
mmehhaani lised
protsessid (lihas-

glikoluu kontraktsioon,
raku jagunemine)

~ainete aktiivne

transport
oksudegri enarviimpulsi teke
fosforule ja levik
rimine _ _
ebioluminestsents

[ Sele] I

mool), on vdimalik energia salvestamine ATP molekulis*
Redokspotentsiaal .ia elektronide ulekanne« Molekulid (aato-
mid) on erineva sugulusega elektronide suhtes. Kuna elektro-
nide Ulekandel tddtab uUhendite paar (uks loovutab e, teine
votab vastu), siis selleks, et naidata, milline Uhend antud
redoksreaktsioonis on & doonor (redutseerija) ja milline e
aktseptor (oksideerija), kasutatakse redokspotentsiaali (E)
vaartust (mdddetakse voltides). Erinevate uUhendite paaride
(redutseeritud vorm/oksudeeritud vorm) sustematiseerimise
aluseks on kokkuleppeliselt voetud reaktsiooni H2 2 H* +
¢ 2 e redokspotentsiaal (Eo) pH m O ja 25°C juures, mis loe-
takse vordseks nulliga. Fusioloogilise pH juures (pH m 7,0)
on see aga vordne -0,42 voldiga (EO" - -0,42 V). Tabelist 6
naeme, et bioloogilised redokssiusteemid (redokspaarid)on jar-
jestatavad EO vaartuse alusel. Jarelikult redokssusteemide
redokspotentsiaal naitab, milliselt siUsteemilt millisele sus-
teemile voidakse elektrone ule kanda, s.t. kuidas vdivad ku-
juneda elektronide transpordiahelad (nait. siUsteemilt H2-2H*
elektronid liiguvad kindlasti susteemile H20 - 1/2 02*, kuna
molekulaarne dhuhapnik omab kdrget sugulust elektronidele
(E0" -+0,82 V).

* H20 omab vaga madalat elektronide loovutamise vdimet
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Tabel 6
Méningate redokssusteemide EO" vaartused
(kaheelektronilise ulekande puhul)

Red-vorm Oks-vorm Sn«. V
o(-ketoglutaraat (Q6-KG) suktsinaat (+C02) -0,67
atseetaldehiid atsetaat -0,60
H N 2 B -0,42
isotsitraat oC-KG -0,38
NADH + H* NAD+ -0,324
NADPH + H* NADP+ -0,320
y5-hudroksubutiraat atseetoatsetaat -0,28
laktaat puruvaat -0,19
malaat oksaalatsetaat -0,16
NADH-dehiidrogenaas NADH-dehidrogenaas -0,114

(redutseeritud) (oksudeeritud)
etanool atseetaldehiiud -0,090
2 tsutokroom b (Fe2+) 2 tsutokroom b (Fe™4) -0,040
suktsinaat fumaraat 0,000
2 tsutokroom c (Fe2%) 2 tsitokroom ¢ (Fe™*) +0,230
2 tsutokroom a (Pe2*) 2 tsiitokroom a (Fe™*) +0,290
h 20 1/2 02 +0,82
H2° OH + Bb* +1,35
Dehiudrogeenimine. Bioloogilised objektid (v.a. fotosiUnteesi-

vad rakud, organismid) saavad vajaliku energia ainult orgaa-
niliste Uhendite oksiudeerimisest. Seejuures vdib eristada
jJargmisi oksiudeerimise variante: 1) substraati oksiUdeeritak-
se hapniku otsese liitmise teel oksudaaside* abil (tekivad
dihudroksuderivaadid) vdi hudroksulaaside** abil (tekivad mo-
nohidroksuderivaadid), 2) S loovutab elektrone, s.t. oksl-
deerub, 3) substraadilt vbetakse vesinikuaatomeid. s.t. S
oksudeerub dehiudrogeenimise teel: SH2 + X — » S + XH2. Bio-
loogiliste okslUdeerumiste pohivariant (hdlmab sisuliselt ka
teise variandi) loomorganismis ongi dehudrogeenimine. Dehid-
rogeenimiste kaudu-toimuvate oksudeerimisprotsesside rohku-
sele vaatamata on neil kdigil Uhtne sisu: nende kaudu luuak-
* loomorganismi puhul kuulub tinglikult siia tsutokroom-
oksudaas
«* vt. vastav loeng
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se rakule vajalik energia 1) kas otsesel teel, s.t. varus-
tades redutseerivate elementidega (H*, e) taandavaid siintee-
se, 2) voi kaudsel teel, s.t. teostades S vdetud redutsee-
rivate elementide Ulekannet molekulaarsele hapnikule ning
suinteesides sellel Ulekandel toimuva vaba energia muutuste
arvel (vt. oksudeeriv fosforuulumine) ATP (vt. skeem).

taandavad
susteemid
glukoos
NADPH+ H+ AH
dehudrogee- steroidid
nimige 414488 3
(oksudeeri- redutseerivad
tud substraat) elemendid oksudeeruv
. ATP
fosforudlumine

Bioloogiline oksludatsioon. Bioloogilise oksudatsiooni all
mbistetakse orgaaniliste Uhendite oksudeerumist organismis
vastavate ensuumide toimei. Bioloogilise oksudatsiooni kai-
gus toimub okSideeritavalt substraadilt vdetavate redutsee-
rivate elementide (Hf, 3) uUlekanne (reeglina on see paljuast-
meline) I8ppaktseptorile. Osa llekandega kaasnevast vaba
energia muudust laheb ATP sinteesiks (Ulejdénud energia ha-
Jjub soojuseks), s.t. bioloogilise oksildatsiooni
funktsiooniks on energia salvestamine rakule kattesaadavas
vormis. Bioloogilise oksudatsiooni osavotul realiseerub
SV, lipiidide ja AH katabolism 18ppproduktideks**
Okslideerimisreaktsioone vOib jagada kahte Rohigruppi:
a) aeroobne oksiudeerimine - redutseerivate elementide (voe-
takse okSudeeritavalt substraadilt aeroobsete dehidrogenaa-
side abil) I8ppaktseptoriks on hapnik, b) anaeroobne oksi-
deerimine - redutseerivate elementide aktseptoriks pole hap-
nik ja protsessi kataluusivad anaeroobsed dehiidrogenaasid.
Hingamise biokeemiline sisu seisneb elava organismi va-
rustamises energiaga, kuna koe hingamisel toimub orgaanilis-
te Uhendite oksudeerimine Shuhapniku manulusel, kusjuures
orgaaniliste Uhendite I6hustumisega kaasneb oluline vaba

* SV ja lipiidide puhul on need CO02 ja H20, AH-te puhul
aga @2, H20 ja karbamiid
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energia muut. Substraadi oksudeerimine hingamisprotsessis
hélImab kolme klassi redoksensuume: a) NAD+- ja NADP+-sSltu-
vad dehudrogenaasid; b) flaviinsed dehidrogenaasid ja c)tsu-
tokroomid (koiki neid ensiime kasitletakse vastavas loengus)e
Seejuures algab S-di oksideerimine hingamisprotsessis S-di
dehldrogeenimisega ning enslUumid, redutseerivate elementide
ulekandjad, on paigutunud kindlas jarjestuses (vastavalt EO*
vaartusele). Moodustunud ulekandeahelat nimetatakse elektro-
nide transpordi ahelaks (ETA). Mitokondrite sisemembraanis*
paiknevat ensuumide-ulekandjate ahelat nimetatakse tsentraal-
seks hingamisahelaks. Hingamisahela bioloogiline mdte seimeb
e ulekandeenergia transformeerimises ATP energiaks# SOltu-
valt primaarsest dehidrogenaasist (s#t# milline dehidroge-
naas votab lahtesubstraadilt vastu redutseerivad elemendid)
voib eristada kahte liiki hingamisahelat: 1) taielik (tsent-
raalne) hingamisahel koos oma kb&rvalharudega. 2) luhike
hinpjHinlHahel . Esimest liiki hingamisahel nédeks uUldistatult
vaija jargmine**:

N — (Fe3)-— CoQE;, »2cytb—- ~(PeS)- *

3 .-0.32 “ & Xo.01 +0,07
(oksudee- i wcytcl- -2cyt c— »
ritud) +0,021 +0,26
~ pp(pauw2) ~ o
wcyt at a-, - 22
(oksuideeritud) +0,29

+0,82
Nagu on skeemilt naha, sisaldab hingamisahela see liik oma

poh iahelas NAD-sdltuvat dehidrogenaasi, korvalahel algab aga

flavoproteiinse DH-ga. Kuna ahela iga ulekandja on

voimeline redutseeruma ja reoksudeeruma (vt. hingamisahela

detailne skeem), siis I0pptulemusena teostub redutseeriva-

te elementide llekanne S-It dhuhapnikule.

Lihikeses hingamisahelas toddtavad flavoproteiinsed oksu-

daasid (L- ja D-aminohapete oksidaasid, ksantiinoksidaas j&Jy*
mis katalulsivad vastavate S-de
oksudeerimist NAD+ ja cyt-de osa-
votuta (vt. skeem). Tekkiv
lagundatakse bioloogilise oksi-

* igas mitokondris on 5000-10000 hingamisahelat
*e (lekandjate paigutuse aluseks on EO" vaartus
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Eingamisahela uldine skeem

sukjginaatx /fumgjaat n
malaat  \ atsuul CoAj Venouul CoA)

puruvaat \
isojsitragti SHg

/5chusaksus PAD PP* FADHO AaTp I (30>

glutamaat J

(redutseeritud CoQ /”~2Pe”™u jrPeny 2.Pe 2 1/_.HgO

substraat" (endo-
geenne
2 cyt bJ2cyt vesi)

(oksudee 2Pe 7 x>2Pe

tud substraat)
/oksaloatsetaat™ ADBfPi  j askorbaat
atsetuul CoA " Habikite=

<*-ketogluta- askorbaat
raat

/bketoatsuul aminobarbitaal antimutsiin A tsuaniidid
CoA rotenoon

* PP = flavoproteiin
** cyt s tsiutokroom



datsiooni abiensuimide - katalaaside Ja peroksidaaside poolt,
(Selline hingamisahel ei toota mitokondrites ning ulekande
energia ei salvestu, vaid eraldub kasutult - soojusena).

Oksudeeriv fosforuulumine. S-di oksudeerimine taielikus hin-
gamisahelas on seostunud ATP slnteesiga* Seda mitokondrites
toimuvat ATP slnteesi ADP-st ja Pi-st elektronide Ulekandel
(s.o. oksudeerimine) toimuva vaba energia muudu arvel* nime-
tatakse oksudeerivaks fosforuiulumiseks. Redutseerivate ele-
mentide Ulekanne hingamisahelas tingib vaba energia astmeli-
se muudu. Kolmes hingamisahela 10igus (vt. skeem) on see
muut piisav (AG langeb vahemalt 35t3 kJ/mool e. 8,4 kcal/
mool vdi B0 kasvab 0,204),25 V) ATP siinteesiks. Neid kohti
nim. hingamisahela seostumiskohtadeka okslideeriva fosforui-
limisega (Tfosforuulimislookuaed).

Oksudeeriva fosforuulimise intensiivsust hinnatakse
kvantitatiivselt fosforuulimise koefitsiendiga P/0 (naitab
ADP-le kantud Pj_ molekulide arvu tUhe tarbitud hapnikuaatomi
kohta). Taieliku hingamisahela jaoks P/0 m 3** ning tema ha-
ru jaoks - 2*** (vt. skeem). Hingamisahela kui protsessi uli-
efektilvsus &t“"48% (energia kogumuudust 221 kJ/mool salves-
tub 106 kJ**** ilejdanu eraldub soojusena).

Oksudeeriva fosforuulimise mehhanismide selgitamiseks
sobib parimini PoMitchell* i kemoosmootne teooria, mille jar-
gi ATP siunteesitakse ATP-slntetaasi abil (asub mitokondrite
sisemembraanis), kusjuures reaktiivseks j6uks sellele prot-
sessile on hingamisahelas toimuva elektronide transpordi
poolt genereeritud prootoni gradient membraanivahelisest ruu-
mist mitokondrite maatriksisse (kusimust kasitletakse de-
tailsemalt vastavas loengus).

Okslideerimise ja fosforuulumise protsesside lahutamisel
eraldub elektronide energia soojusena ning ATP silnteesi ei
toimu (seda nim. vabaks e. mittefosforulluvaks oksudeerimi-
seks). MoOningad ained (tiuroksiin, progesteroon, kaltsium,
méningad kdrgemad rasvhapped, 2,4-dinitrofenool, klorotetra-

* elektronide Ulekanne, naiteks siusteemilt NAD™/NADH +H*
susteemile H20/00. tingib redokspotentsiaali suure eri-
nevuse tdttu olulise vaba energia muudu UGO » 221
kJ/moo™L ehk -52,7 kcal/mool)

** s_t. sunteesitakse 3 molekuli ATP

**? s_t. slUnteesitakse 2 molekuli ATP
#*xx 3 ATP . 3x35*3 - 106 kJ
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tsukliin jt.) pobhjustavadki sellise lahutumise. Need ained
suurendavad mitokondrite sisemembraani labitavust prootoni-
tele, mistdttu ei kujune ATP sunteesiks vajalikku Bf-gradi-
enti.

Hingamise kontrolli osa (Jarelikult ka ATP sinteesi sti-
mulaatori rolli) etendab [ADP] = ATP slnteasi tdusuga [ADP]
mitokondrites vdheneb ja ATP sinteesi stimulatsioon vaheneb,
jargnevalt ATP kasutamisel rakuprotsessides moodustub Pi ja
ADP, s.t. tekib ATP slnteesi vOimas stimulaator - ADP (NBJ
tagasiside).

Peale hingamisahela leidub endoplasmaatilise retiikulu-
mi membraanides (aga ka mitokondri valismembraanis) hudrok-
suuliv susteem, mille tsentraalseks autooksudeerivaks T[Aunww
on cyt P™q . Selle ahela (kasitletakse vastavas loengus)
16ppproduktiks on oksudeeritud S (hidroksuulitud vormis), ve-
si ja energia (soojuse kujul). Markigem, et oksldeerimise
ahelad, mis sisaldavad cyt mangivad olulist rolli ena-
miku ravimite hudroksuulimises, aga ka mitmete endogeensete
S hudroksuulimises steroidhormoonide ja katehhoolamiinide
biosiunteesis. Need ahelad teostavad ka membraansete lipiidi-
de koosseisu kuuluvate kullastumata rasvhapete peroksiidset
oksudeerimist.

Teadmiste kontroll

1. Kuidas iseloomustab vaba energia muut reaktsiooni kulge-
mist, toovoimet?

2. Milliseid Uhendeid nim. makroergilisteks? Nimetage taht-
samaid makroergilisi Uhendeid.

3. Mida naitab redokspaaride redokspotentsiaal?

4. Kuidas rakendub dehudrogeenimisel eraldatud redutseeriva-
te elementide energia?

5. Mis on bioloogiline oksidatsioon, anaeroobne ja aeroobne
oksudeerimine? Mida nim. hingamisahelaks?

6. Omandage hingamisahela skeemid.

7. Mida tahendab oksudeerimis- ja fosforiUulumisprotsesside
seostatus ja lahutatus?

Kasutatud Kir.iandus

1* bepe3oB T.T., KopoBkvH B.0., Bronorvueckan xuwis, 1983,
Ik. 280-298.

2. Bacunenko 10.K., Buonorvdeckast xumms, 1978, k. 143-172,
3. Loengute konspekt.
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Teoreetiline praktikum nr. 11
Teemai FOTOSONTEES

Teadmiste algtase:

1, Kromoproteiinide ja tsutokroomide ehitas ja fonktsioonid.
20 Osudeeriva fosforillumise mdiste ja bioloogiline sisu.
3* Elektronide transpordiahelad.

Uldised arusaamad. Biosfaar kai tervik vajab pidevat* ener-
gia juurdevoolu biosfaarivalisest allikast. Eluprotsessideks
vajaliku vaba energia taastamisel ja suurendamisel kaasaja
biosfaaris on fotosintees ainus kvantitatiivselt arvestatav
protsess. Kemolitotroofsete mikroorganismide roll orgaanilis-
te Uhendite vaba energia genereerimisel on vaike, kuna nad
kasutavad selleks energiaallikaid**, millede kogused, vdrrel-
duna paikeseenergiaga, on tuhised. Lisaks sellele on nende
energiaallikate regenereerimine osaliselt seotud fotosintee-
sil salvestatud energia kasutamisega. FotosiUntees on rohelis-
tes taimedes ja fotosilnteesivates bakterites kulgev protsess,
mille kaigus valgusenergia muudetakse orgaaniliste Uhendite
keemiliseks energidks (fotoslnteesi teel tekib Ule 99%#*** pri-
maarselt siUnteesitavast orgaanilisest ainest). Kdrgemad tai-
med, vetikad ja tsuanobakterid votavad COg redutseerimiseks
vajalikud elemendid veest. Fotosinteesi kirjeldab jargmine
vérrand: 00~ + 2 H20 + htf — (CH20)**** + 02 ¢ H20. Fo-
tosinteesivate bakterite puhul on redutsedMvate elementide
allikaks anorgaanilised vOi orgaanilised Uhendid ning foto-
sinteesi kirjeldab jargmine vérrand: €02 + 2 HgS + hif >
— &> (CH20)**** + 170 + S.

SUsiveSikute biosintees ongi valgusenergia pohiline ka-
sutamise viis fotosinteesil. Valgusenergia leiab kasutamist
aga ka AH-te, valkude ja lipiidide biosinteesis, 1ioongra-
dientide loomisel, nitraatide redutseerimisel. Paljud foto-

* osa Uhendite energiast jaab organismide poolt kasutama-
ta ja hajub soojusena

** kasutavad COp fikseerimiseks redutseeritud anorgaani-
liste iUhendite (H2S, NH3, Fe”) oksudatsiooni energiat

*** Kkehtib tanapaeva biosfaari kohta (aastas sunteesitakse
5*107® tonni orgaanilist ainet, milleks fikseeritakse
r.0"12 tonni COZ2 ja eraldatakse 151010 tonni 02)

*xxx (CH20) 3 sUsivesik
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sinteesivad bakterid ning tslianobakterid tarbivad valgusener-
giat ka N2 fikseerimiseks. Lisagem, et fotosintees on bio-
sfaaris ainus protsess, mille kaigus moodustub molekulaarne
hapnik.

Fotosiinteesis kui kompleksses protsessis vdib eristada:
1) valgusstaadiumi (selle staadiumi reaktsioonid, milles toi-
mub valguskvantide neeldumine ja energia migratsioon ning
ATP kui assimilaatorjdu (siUnteesijou) ning NADPH+ H* kui re-
dutseeriva joOu genereerimine, vajavad valgusenergiat), 2) pi-
medusstaadiumi (orgaanilise aine sunteesireaktsioonid C02
fikseerimise ja redutseerimise teel, mis ei vaja valgusener-
gia otsest osavottu). Lahtudes aga reaktsioonimehhanismidest
vOib fotosilinteesi jagada jargmisteks faasideks: 1) fotoful-
slkaline faas (holmab valguse neeldumise pigmehtsisteemis
ja energia migratsiooni reaktsioonitsentrisse), 2) fotokee-
miline faas (holmab protsesse, mis on seotud ATP ja NADPB+H*”
genereerimisega)ja 3) biokeemiline faas (hdlmab protsesse,
mis on seotud CO2 fikseerimise kaudu orgaanilise aine sln-
teesiga varemloodud NADPH+H* ja ATP &rakasutamisega)e

Fotosinteesi kvantsaagis ja kvanttarve. Valguskvandi
(footoni) energia ja valguse lainepikkuse (vbOnkesageduse) va-
hel esineb pooérdvérdeline séltuvus (luhemalainelise valguse
kvandid on suhteliselt energiarikkamad kui pikemalainelise
valguse kvandid)* Em htF m hoO
kus E on footoni energia (d%aulidéé),*h - Plancki konstant
(6,626. 10"~J.s), c - valguse kiirus (3.108m* s~1), A-
valguse lainepikkus (m), V “ lainesagedus (hertsides). Foto-
siintees saab kasutada vaid neeldunud valgust, kusjuures neel-
dunud energiarikkad ""sinised” ja energiavaesemad ‘‘punased”
kvandid viivad Uhesuguse energia kogusega fotokeemilise reakt-
siooni produktide tekkele. Jarelikult on fotoslunteesi Kkiirus
proportsionaalne neelatud kvantide (footonite) hulgaga*. See-
toéttu on valgusenergia kasutamise efektiivsust otstarbekas
valjendada fotokeemilise protsessi kvantsaagisena, mis kuju-
tab endast assimileeritud C02 (eraldunud 02) molekulide ja
neeldunud kvantide suhet

* mitte aga nende energiasisaldusega. s.t. neelatud energia-
- ga
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Ckvantsaagis ® .assimileerunud c0? molekulide arv 4

neeldunud kvantide arv
Kvantsaagise poddrdarvu nimetatakse kvanttarbeks«

Spektri ndhtava osa footonite* energia on lainepikku-
sest soltuvalt 1...3 eV. Sellise ertergiaga footonid suudavad
ergastada pigmentide molekule neid destruktureerimata (ultra-
violettkiirte 6.-=310 eV energia pbhjustab destruktureerimist,
infrapunaeed energiavaesed footonid aga ei suuda viia 5 er-
gastatud olekusse).

Fotosiinteesi energeetika, kasutegur .l regulatsioon.
CON-st ja H20-st slUsivesiku moodustumise energeetilist efekti
vOib arvutada ka EO" vadrtustest, lahtudes kahest reaktsioo-

nists 2H20 —- 4~ + H + 02 (EO* - +0,8 V)
C02 + 4 H*+ 4e — — CHgO + 2 H* (BO* - -0,4V)
Et 1 e lUlekandeks CO2-le tuleb lletada 1,2 V potentsiaalide
vahe, siis nelja & puhul on energiakulu Em 4 e * 1,2V =
m 4,8 eV ehk 468,6 kJ . mool“~« the molekuli 02 eraldamiseks
ja CHgO sinteesiks piisaks teoreetiliste arvutuste alusel
3-st punase valguse kvandist (A 680 puhul v8rdub uks ein-
stein** 167,3 kJ). Et eksperimentaalselt leitud kvanttarve
kéigub 4-12 kvandi vahel, siis loetakse, et 1 molekuli 02
eraldamiseks peab neelduma vahemalt 8 kvanti, mis annaks fo-
tosiinteesi kasuteguriks 35%
D w 46816 kJ .100 , 35%.
1 16?,3 kJ .8
Loomulikult peegeldub leitud kasutegur teoreetiliselt voi-
malikku kasutegurit. Reaalsetes tingimustes, kus kasutegurit
méjutavad temperatuur, valgustatus, veega varustatus, neela-
tud kvandi lainepikkus ja fotosilinteesiva koe fusioloogiline
seisund, jaavad £ vaartused 0 ja 35%*** vahele.
Fotosunteesi regulatsiooni puhul vdib tbéenadoliselt raa-
Kida vaid teatud radade regulatsioonist pimedusstaadiumis,
kuna fotoslUntees tervikuna on teatud mottes "reguleerimata"-
kdigil taimedel on kasulik soodsates tingimustes maksimaal-

* footon (ehk elektromagneetilise kiirguse 1 kvant)

** punase valguge naoks 680 nm juures 1 kvant . 1,76 eV
(1 mool selliseid footoneid s.o, 1 einstein * 167,3 kJ)

«** (ldiselt kasutatakse arvu 20-28%
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selt luua uut elusmassi*

Taimelehele langenud valgusest laheb fotosilinteesiks vai-
ke osa (0,1-0,5#)« Osa lehele langenud valgusest labib leh-
te, osa peegeldub tagasi, suurem osa muutub soojusenergiaks,
mis on oluline transpiratsiooni tagamiseks.

Fotosinteesi intensiivsus .a selle maaramine* Fotosin-
teesi intensiivsust e* kiirust vdib kdrgemate taimede puhul
médta neljal viisil: 1) CO2 neeldumise, 2) 02 eraldumise-,

3) fotosunteesiva objekti massi suurenemise ja 4) assimilaati-
desse talletatud energia koguse jargi. Fotosiinteesi intensiiv-
sus naitab seega ajauhikus neeldunud CO02 (eraldunud 02, moo-
dustunud assimilaatide massi, assimilaatidesse talletunud
energia) kogust fotosinteesiva objekti pinna- vai massiuhi-
ku kohta (nait* mg” ecm"2, s”D*. Sageli avaldatakse neel-
dunud CO2 hulk klorofiulli kohta, nait. emeklol pfull min” *

Fotoslinteesivate slsteemide organisats2oon* Fototroof-
sete eukaruootide fotosiinteesivaks slsteemiks oh rakuorganel-
lid - kloroplastid. millede struktuurielementideks on*

1) kakSikmembraan, 2) strooma e. maatriks, 3) stroomaa lo-
kaliseeruv membraansusteem.

Maatriks pole homogeenne vaid peengranulaarne mass,
milles paiknevad kloroplastide WA, HNA, 70S ribosoomid**,
tarkliseterad ja plastograanulid (tarkliseteradesse koguh&b
fotosinteesil tekkiv tarklis, plastograanulid on membraanse-
te lipiidide reservuaariks). Strooma pdhimassi moodustavad
veeslahustuvad valgud, millede hulka kuuluvad ka CCL fiksee-
rimist kataluusivad E-d. aga ka fotosinteesis sekundaarselt
moodustuvate Uhendite (tarklis, lipiidid) ja valkude sintee-
sil vajalikud E-d. NBI Maatriks on klorofullivaba.

KakSikmembraan koosneb valismembraanist (taidab sisuli-
selt kaitsefunktsiooni, teda ei la'bi molekulid, mille Mr >
10000), membraanide vahelisest ruumist ja sisemembraanist.
Viimane on suhteliselt labimatu suurtele molekulidele,
enamikule laengut kandvatele molekulidele, mdningaile vaikes-
tele neutraalsetele molekulidele (nait. sorbiit). Sisemebraa-
nis on rida translokaase fiusioloogiliselt oluliste Uhendite

* heades valgustustingimustes vOib 1 dm2 lehepinda 1 tunnis
assimileerida 40 kuni 80 mg CO2

** kloroplastidel on rakutuumast soltumatu_geneetiline sus-
teem, seetdttu ka iseseisev pooldumisvdime
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transpordiks: 1) ATP-ADP translokaas, mis transpordib ATP
kloroplasti ja ADP sealt valja, 2) fosfaattranslokaas, mis
kergendab Pi sisestumist ja 3-fosfoglutseriinaldehuudi (voi
dihudroksltatsetoonfosfaadi) valjumist, 3) dikarboksulaat-
translokaas, mis teostab dikarboksiulaatide (oksaloatsetaat,
malaat, suktsinaat, fumaraat, aspartaat, glutamaat) antipor-
ti. CO2 difundeerub kloroplasti kiirusega, mis on fotoslntee-
siks piisav.

Maatriksis lokaliseeruv membraansUsteem on tihedas struk-
tuur-funktsioonilises seoses kloroplastide sisemembraaniga.
Antud membraansusteem koosneb lamedatest kotikujulistest
moodustistest ee tilakoididest*. Tulakoidide membraan on sub-
uhikulise struktuuriga ning selles paiknevad lipiidid ning
klorofull pole valguga seostunud mitte elektrostaatiliste**,
vaid apolaarsete sidemetega (fosfolipiidide rasvhappejaagid
ja klorofulli futoolijaak on sukeldunud valgugloobulite hud-
rofoobsesse sisemusse, moodustades lipoprotsiinseid komplek-
se). Tulakoidide pinnal paiknevad korraparaselt 4-st subihi-
kust koosnevad globulaarsed moodustised (diameetriga 20 nm),
mida nim* kvantosoomideks ja mis osalevad seostusfaktorina
ATP sunteesil ADP-st ja Pi-st. Tulakoidide membraanides
luuakse ka NADPEt-H*. MGOtmete, kuju ja ruumilise paigutuse
poolest eristatakse kdrgemates taimedes kahte tuupi tulakoi-
de; a) graanitulakoidid (kettakujulised tulakoidid, on 5*
kuhi 30-kaupa paigutunud Uksteise peale pakkidesse, mida nim.
uraanideks**), b) stroomatilakoidid (mulgustunud tulakoidid,
mis moodustédVad kanalite susteemi). Graanitulakoidid ja stroo-
matulakoidid on omavahel seostunud, s.t. stroomatulakoidid
Uhendavad graane omavahel#

Stroomatulakoidides esineb ainult 1 fotosisteem, graa-
nitulakoidides aga | ja Il fotosisteem (vt. vastav loeng).

Prokaruootide fotosiunteesivaks sisteemiks on membraansed
moodustised - kromatofoorid»***_ milledesse on koondunud pig-
mendid ja ETA komponendid. Békteritel eristatakse nelja tui-
pi kromatofoores 1) rakumembraaniga seotud vesikulaarsed

kromatofoorid, 2) pakkidesse koondunud kromatofoorid, 3) ra-

* tekivad sisemembraani sissesopistumise (pungumise) teel
** nagu klassikalise kaksikmembraani puhul
** graanid esingvad vaid kdrgemate taimede kloroplastides
«*** meenutavad tulakoide
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kumembraani véaljasopistisega uUmbritsetud kromatofdorid,
4) lamellitaolised rakumembraani valjasopistised* C02 fiksee-
rimise jm. ensuumsusteemid paiknevad tsutoplasmas*

Fotosinteesi pigmendid» Vastavalt keemilisele ehituse-1

le jagunevad need pigmendid kolme ruhma: *D) klorofullid*
2) karotinoidid, 3) fukobiliinid*

Klorofiullide (Chi) pohiesilndajaks on klorofull a (Chi a*
mis on protoporfuriini de-
rivaat*, sisaldab Mg aato-
mit ja alkohoolset hudro-
foobset futoolijaaki* On
andmeid, et Chia esigeb
kaheksas vormis (‘“‘punased"
maksimumid 661, 675, 680,
686, 693» 700 ja 710 nm) je;
klorofull b (Chi b)*e ka-
hee vormis (“'punased” mak-
simumid 640 ja 648 nm)«
Selline mitmekesisus raagib
pigmentausteemi diferentsee-
ritud ehitusest ning sel-
lest, et susteemi erinevad
vormid taidavad fotosiintee-
sis erisuguseid funktsioone*

Lahedaste nee ld.umismaks imurnidega pigmendivormide esinemine
on oluline eeskatt energia migratsioonil (vt. vastav loeng)*

Karotinoidid on kollased pigmendid, mis koosnevad 5**st

isopreenijaagist. Karotinoidid jaotatakse: a) karoti in
(kullastumata, hapnikku mittesisaldavad susivesinikud) ja
b) ksantoftillideks (nende ehitusesse kuulub ka hnpniv "as
hudroksuul- v6i epoksuriuhmas)e Levinuimad karotinoidid on
Jé&-karotiin, luteiin, violaksantiin, kriptoksantiin ja zea-
ksantiin*

Fukobiliinid sisaldavad nagu klorofullgi nelja purrool-

tuuma, mis pole aga seostunud porfuriinirdngaks, vaid paik-
nevad lineaarselt. FUkobiliinid seostuvad membraanides val-

* nagu heemgi
«* erineb Chi a-st vaid selle poolest, et asendis 3 on -CH,
asemel -CWO n "

**e moodustab ~70% kdrgemate taimede klorofullist
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kudega,
andes kro-
moproteii-
ne (nait.
flkoerut-
riin on
fukoerut-
robiliini
fukoerutrobiliin (leitud punavetikatest) kompleks
valguga, fikotsuaniin aga fukotsuanobiliini* kompleks val-
guga). Fukobiliinid asendavad vetikates IX fotosusteemis
kdérgematele taimedele iseloomulikku Chi b.

Klorofullid _ja nn. llsapigmendid. Klorofillid (pohiliseks
on Chi a) neelavad valgust lainepikkusel 400-470 nm ja 620
kuni 710 nm. Tanu nn. lisapigmentidele kaetakse ka vahemik
470-620 nm (nait. Rr-karotiin neelab valgust vahemikus 470-
520 nm, fikoeriutriin vahemikus 520-570 nm, fikotsianiin va-
hemikus 570-630 nm jne.). Lisapigmente nim. ka aktsessorpig-
mentideks ja nad taidavad jargmisi funktsioone: 1) annavad
neelatud valgusenergia 80-100% ulatuses Chi a-le (ténu sel-
lele on fotosintees vOimalik ka neis spektriosades, milles
klorofilllid valgust ei neela), 2) kaitsevad** klorofilli jt.
fotosinteesi (siUsteemide) komponente liigse Valguskiiruse
fotodestruktsiooni) eest.

Teadmiste kontroll

1. Mis on fotosintees ja millisteks staadiumideks ta jaotub?

2. Millised protsessid on seotud fotosinteesi vastavate faa-
sidega?

3. Omandage kvantsaagise ja kvanttarbe mbisted.

Iseloomustage Uloroplastide ehitust.

5. Omandage Chi a ja Chi b struktuur ja funktsioonid. Milli-
seid funktsioone taidavad nn. lisapigmendid?

Kjr-iandus

1. CrpoeB E.A., Bronornyeckas xus, 1986, Ik. 190-219.
2. V.Tohver "tfldine biokeemia**, TIn, 1977, lk. 391-423.
3* Loengute konspekt.

4. H.Miidla “Taimefusioloogia™, 1984, Ik. 11,>165.

= iseloomulik tslanobakteritele : )
** eriti karotinoidid, mis liigse energia kulutavad ulemi-
nekuks trans-vormist cis-vormi
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LABORATOORSED TOOD

TO0 nr. 1- Valkude kvantitatiivne maaramine toiduainetes
ja loomsetes kudedes Kjeldahli jargi

pdhimodte

Lammastiku maaramiseks uuritav orgaaniline aine minera-
liseeritakse konts. HgSO™-ga, millele on lisatud Idhustumist
kiirendava ja keemietemperatuuri tdstva katallisaatorina CuSO"
Ja K2S0”™ segu. Mineraliaeerimise kaigus C oksudeerub C02-ks,
H H20-ks ning uuritavas aines sisalduv N eraldub NH"-na,
mis vaavelhappega annab ammooniumsulfaadi - (NH"N)2S0MN. Vii-
mase Idhustumisel leelise toimel Kjeldahli aparaadis eraldub
NH~, mis destilleeritakse veeauruga vastuvdtjasse, kus ta
seotakse tapse kontsentratsiooniga vaavelhappe poolt. Vastu-
votjasse jarelejaanud vaavelhappe (vdetakse alati ulehulgas)
kogus maaratakse leelisega tiitrimisel.

Kjeidahli meetodi kemism:

Uuritav aine + H2S04 —» C02 + H20 + NH,f
2 bH5 ¢ HgSO™ —— - (N~)2S04
(NH4)2S04 + 2 NaOH ——— - Na2S04 + 2 NHM + 2 H20
2 NHN + H2S0 — —  (NHM)2S0”™  (vastuvdtjas)
N hulga leidmine %-des (X): x = *O«OOCWHpo ~ 100

kus a - 0,01 N NaOH hulk kontrollkatse tiitrimiseks (ml);

b - sama reagendi hulk (ml) proovi tiitrimiseks; c - uuri-
tava aine hulk (g); 0,00014 - N hulk (g), mis vastab 1 mi-
le NH”™ poolt neutraliseeritud 0,01 N HgSON-le«*

Too kaik

1.1. Pdletamine. Kaaluge analuiutilistel kaaludel (klaasplaa-
dil) tapne hulk (200-300 mg vahel) uuritavat ainet ja viige
see koos klaasplaadiga Kjeidahli kolbi. Jargnevalt lisage
tombkapi all 3 ml konts. HgSO” (olla ettevaatlik) ja spaatli
abil ca 0,5-1 g aegu (CuSO™ + ~SO™). Segage kolvi sisu kol-
vi ettevaatliku keeramisega, seejarel sulgege kolb spetsiaal-
se korgiga ja kinnitage (NBI veidi kaldu) tombkapis elektri-
vOi gaasipliidile. KuumutagS kolvi sisu, kuni ta omandab ro-
hekassinise varvuse (selleks kulub 2-5 tundi). Jargnevalt ja-
hutage kolb, lisage (tdmbkapi all) ettevaatlikult 20-30 ml

123

16*



destilleeritud vett ja kandke kolvi sisu kvantitatiivselt
(loputades 2-3 korda) 100 ml-sse mdotkolbi, mille maht viige
destilleeritud veega margini* Analoogiline pb6letamine viige
paralleelselt labi kontrollkatsega teises Kjeldahli kolvis,
millesse uuritava aine asemele on vOetud sama kogus destil-
leeritud vett*

1.2* Ammoniaagi destilleerimine K_jeldahli aparaadis

a) Aparaadi ettevalmistamine. Kjeldahli aparaat kdosneb au-
rustist, kaitsetorust, deStillatsioonikolvist, jahutist ja
vastuvitjast. Enne destillatsiooni aurutage aparaat labi pu-
hastamise ja HHj eemaldamise eesmargil* Selleks valage aurus -
tisse destilleeritud vett, mis on hapustatud mdne tilga HNSQN
ga (viimane seob 6hust vette lainud KHM)* Kuud viige destil-
latsioonikolbi 2-3 ml destilleeritud vett ja keetke aurusti
sisu 5 minutit. Gaasileegi eemaldamisel aurusti alt tdmmatak-
se (vaakumi tottu) dedtillatsioonikolvi sisu kaitsetorusse
jJa aparaat ongi puhas*

b) Destilleerimine”™ 1i60tke vastuvotjasse tapselt 10 ml

0,01 N H2SO™ ja lisage 5 tilka TaSiro indikdatorit (metuul-
punase ja metuleensinise segu)* Yastuvdtja paigutage nii, et
Jahuti sisemise toru alumine ots ulatuks vastuvdtjas olevas-
se vaavelhappesse. Jargnevalt viige (labi lehtri), avades
vastava pitsuti, destillatsioonlkolbi 1 ml uuritavat vede-
likku, loputage lehter 0,5 ol destilleeritud veega ja lisage
destillatsioonikolbi (labi lehtri) 2 ml 33%-st-KaOH. Sulgege
pitsut jaT destilleerige 10-15 min jooksul, alates vedeliku
keemisest destillatsioonikolvis. KH” eraldumise 18ppemist
saab kindlaks teha jargmiselt* marg punane lakmuspaber aseta-
tuna jahuti sisemise toru alumise otsa juurde, ei muuda ooa
varvust.

Pbale destillatsiooni eemaldage vastuvotja ja tiitriga
temas ammoniaagiga mitteseotud HgSO”™ 0,01 K KaOH-lahusega ku-
ni rohelise varvuseni (neutraalpunkt). Destilleerimine ja
tiitrimine teostage analoogiliselt ka kontrollahusega™
1*3. N ja valgu hulga arvutamine. Jéargnevalt arvutage N hulk
uuritavas aines (vt. valem) ning, kasutades koefitsienti
—j6 a 6,25, leidke valgu hulk uuritavas aines. Koefitsient tu-

leneb asjaolust, et N sisaldus valkudes on keskmiselt 16%.
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Too nr. 2* Varvusreaktsioonid aminohapetele .a valkudele
varvusreaktsioonid leiavad rakendamist AH-te ja valkude
kvalitatiivsel ja kvantitatiivsel maaramisel (vt. eespool)«
Konkreetses td0s vOrreldakse munavalgu ja Zelatiini amino-
happelist koostist. Seetdttu sooritage jargnevad katsed pa-
ralleelselt munavalgu- ja Selatiinilahusega ja tulemused esi-
tage vordleva tabelina, markides positiivse reaktsiooni
plussmargiga.
2*1. Biureedireaktsioon. Viige spaatliga kuiva katseklaasi
ca 0,1 g karbamiidi ja kuumutage gaasileegil. Kuumutamine
I10petage, kui katseklaasi sisu peale esialgset sulamist tah-
kub, st. moodustus biureet ja NH®, mida on vOimalik ara tun-
da Idhna jargi. Jahutage biureet, lisage 1 ml 10%-list HaOH,
loksutage biureedi lahustumiseni ja lisage 1-2 tilka 1%-list
CuSO™. Moodustub sinakasvioletne biureedi kompleksSOol va-
sega.

biureedi kompleks-
sool vasega

NBI Hoiduge CuSO” ulehulgast, sest tekkiva sinise vask-
hudroksiidi liig maskeerib reaktsiooni.

Tehke analoogiliselt katse ka uuritavate lahustega: 1 ml
lahusele lisage 1 ml 10%-list NaOH ning peale loksutamist -
1-2 tilka 1%-list CuSO”™»

2*2* Ninhudriinireaktsioon. VoOtke katseklaasidesse 0,5 ml
uuritavaid lahuseid, lisage 0,5 ml 0,5%-list ninhSdriini ve-
silahust ja keetke 1-2 min. NBI Tekkinud varvus muutub seis-
misel siniseks*

2.3* SakaKuchi reaktsioon* Votke katseklaasidesse 2 ml uuri-
tavaid lahuseid, lisage 5-6 tilka <K-naftooli alkohoolset
lahust ja 5-6 tilka 5%-list NaOBr. Segage ja lisage 5 tilka
40%-list karbamiidilahust varvuse stabiliseerimiseks.

2.4_. Hopkins-Cole*i reaktsioon. Lisage 0,5 ml-le uuritavate-
le lahustele méned tilgad gluoksuulhappelahust ja segage.
Saadud segu kihitage (ettevaatlikult) teises katseklaasis
olevale konts. H2SO™-le* Tekib ringreaktsioon*
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2.5* Ssantoproteiinireaktsioon. Votke katseklaasidesse 5
tilka uuritavaid lahuseid, lisage 3 tilka konts. HNO", keet-
ke ettevaatlikult ja fikseerige tekkinud varvused. Peale
katseklaaside jahtumist lisage neisse 10-15 tilka 20%-list
NaOH kuni tekib dinitroturosiini Na-soola tdestav varvus.
2.6. Milloni reaktsioon. VOtke kahte katseklaasi 5 tilka
uuritavaid lahuseid ja kolmandasse 5 tilka 0,1%-list fenooli-
lahust. Lisage igasse katseklaasi 3 tilka Milloni reaktiivi
ja kuumutage ettevaatlikult.
2.7» Diasoreakt8loon. Segage katseklaasides 0,5 ml diaso |
ja Il lahuseid ning lisage segu leelistamiseks 0,5 ml 10%-
Ust Na2C0j* Jargnevalt lisage pisut uuritavat lahust.
2*8. Pliilatsetaadireaktsioon. Votke katseklaasidesse 1 ml
uuritavaid lahuseid, lisage 1 ml konts. KOH (voi NaOH) ja
1 tilk (CH*c00)2Pb-lahust. Loksutage ja kuumutage gaasilee-
gil*
Tod nr* 3* Valgu kvantitatiivne maaramine Lowry _jt*
meetodil

Too eesmargiks on omandada votted standardgraafiku val-
mistamiseks ja selle alusel uuritavas lahuses valgu hulga
maaramiseks*
T606 kaik
3*1. Reaktiivi C valmistamine. Reaktiivi C tuleb valmistada
vahetult enne maaramist. Selleks segage reaktiivi (2% Na™pO™
0,1 N NaQH-s) ja reaktiiv B (0,5% CuSO4 *5 H20 1%-lises K-
tartraadis vOi K-tsitraadis) vahekorras 50:1. Antud katse
tarvis tuleks segada 25 ml reaktiivi A ja 0,5 ml reaktiivi B*
3*2* Valgulahuse lah.ienduste rea valmistamine standardgraafi-
ku saamiseks. VOtke 4 katseklaasi ja mSOtke igalhte tapselt
1 ml destilleeritud vett. Bsimesse lisage 1 ml lahust nr. 1
(sisaldab 80 /«g valku 0,3 ml-s) ja segage héasti labi. Jargne-
valt viige puhta pipetiga sellest katseklaasist 1 ml lahust
teise katseklaasi, segage hoolikalt ja viige puhta pipetiga
1 ml lahust kolmandasse katseklaasi. Peale segamist viige
sealt 1 ml lahust neljandasse katseklaasi, segage hoolikalt
ning eemaldage sealt 1 ml lahust. Sel viisil saame valgulahu-
ae lahjenduste rea 1:2, 1:4, 1:8 ja 1:16 standardgraafiku
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valmistamiseks*

3«3» Standardgraafiku valmistamine ning seila abil uurita-
vas lahuses valgu hulga leidmine* Votke 6 paari puhtaid
katseklaase« Bsimese paari klaasidesse pipeteerige valgula-
huse lahjendusest 1*2 0,3 ml lahust, teise paari 0,3 *1 lab-
jendusest 1*4, kolmandasse paari 0,3 ml lahjendusest 1*8 ja
neljandasse paari 0,3 ml lahjendusest 1*16* Viiendasse paa-
ri pipeteerige 0,3 ml uuritavat lahust (lahus nr* 2)* Kuues
katseklaaside paar jaab kontrolliks, mistdttu neisse pipe-
teeriga 0,3 mi dest* vett. Jargnevalt lisage esimesse kat-
seklaasi 1,5 ml reaktiivi C ja segage hoolikalt, tapselt
minuti parast lisage teise katseklaasi 1,5 ml reaktiivi C,
siis minuti parast kolmandasse jne.

Téapselt 10-ndal minutil (parast reaktiivi C lisamist)
viige 0,1 ml Folin-Ciocalteu reaktiivi esimesse katseklaasi
(hoolikalt segadal), minuti parast teise katseklaasi, siis
minuti parast kolmandasse jne.

30-ndal minutil (arvestatuna Folin-Ciocalteu reaktiivi
lisamisest) modtke esimese klaasi nait (ekstinktsioon, opti-
line tihedus) 750 nm juures fotoelektrilises kolorimeetris,
kasutades punast filtrit. Minuti parast mddtke teise katse-
klaasi ekstinktsioon, seejarel minuti parast kolmanda jne*
Jargnevalt arvutage kdikide paaride (nn. paralleelide) kesk-
mised naidud ja lahutage katsepaaride keskmisest maha Kont-
rollpaari (6. katseklaasid.« paar) keskmine* Kandes ordinaat-
teljele nelja esimese katsepaari keskmised naidud ja abtsiss-
teljele neile vastavad valga hulgad 0,3 ml-s (heed on vaja
arvutada, vottes aluseks lahuse nr. *L valgusisalduse 0,3ml-s
ja lahjenduse suurused), saame valmistada standardgraafiku,
mille abil, kandes ordinaatteljele uuritava lahase ekstinkt-

siooni, saame leida abstsissteljel valgu hulga uuritava laba-

se 0,3 ml-s.
Lowiy jt. meetodi kasutamisel on vajalik arvestada*

a) Kul uuritavas lahuses on vaga vahe valka, voib tundlikku-
se toOstmiseks reaktiivi C segada nii, et A ja B suhe oleks
107 .

b) Rida Uhendeid mdjutavad katsetulemusi. Alljargnevalt on
toodud segavate Uhendite kontsentratsioon, millest allpool
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nad enam ei sega valgu maaramist Lowry jt, meetodil:

karbamiid (0,5%) Znso4  (0,1%)
guanidiin (0,5%) (NH4)2S04  (0,2%)
trUklooraadikhape (0,5%) Ba(OH)2 (0,5%)

(neutraliseeritud)
atsetoon (0,5%)
sahharooa (3,5%)
etanool (5,0%)

Fosfaatpuhvrid kontsentratsioonis ule 0,1 U pbéhjustavad
sademe teket*

Lisades vastava segava faktori standardgraafiku valmis-
tamisel kasutatavasse lahusesse on vOimalik segava faktori
efekt mootmistulemustest vaija lulitada.

Na2s04 (1,0%)
NaNO3 (1,0%)
eeter (5,0%)

TOO nr« 4. Aminchapete kromatograafiline lahutamine

Kui kromatograafia meetodeid liigendada lahusti (liiku-
va faasi) liikumissuuna alusel, saame raakida tousvast, las-
kuvast, Uhemddotmelisest, kahemb&otmelisest ja radiaalsest kro-
matograafiast. Antud tdos rakendatakse radiaalset kromatograa-
fiat (Jaotuskromatograafia) AH-te segu lahutamiseks« AH-te
lahutumise aluseks on nende erinev jaotumine kahes osaliselt
segunevas vedelikus - vees ja veega kullastatud orgaanilises
lahustis - fenoolis. Mida hidrofoobsem on AH, seda paremini
lahustub ta apolaarses lahustis (fenoolis) ning seda Kiire-
mini liigub ta Petri tassis oleval kromatograafia paberil.
Loppkokkuvdttes kantakse AH-d stardipunktist teatud kaugu-
sele, kus nad avastatakse ninhidriinireaktsiooniga.

Too kaik

Tehke kromatograafiapaberist ketta (6 12 cm) tsentrisse
valjaldige, mis jaab ketta jalakeseks. Jagage ketas piki dia-
gonaale 4-ks sektoriks, tehke igasse sektorisse ringike (ket-
ta tsentrist 1 cm kaugusele) ning téhistage see numbriga.
NBI K@ik operatsioonid tehke hariliku pliiatsiga, hoides ke-
tast servadest, valtimaks sOrmejalgede teket kromatogrammi-
le.

Kandke peenikese kapillaari abil esimesse kolme ringi-
kesse veidi vastavat test-AH-t (Ala, Glu, Leu) ja neljandas-
se ringikesse uuritavat lahust (Jalgige, et pealekantav lahus

128



ei valjuks ringikesest)* Laske kettal kuivada 10 min.

Valage Petri tassi 10 ml veega kullastatud fenoolila-
hust, asetage ketas jalakesega lahusesse, sulgege Petri tass
ning teostage 40-50-minutiline kromatografeerimine* Kui la-
husti front on j6udnud peaaegu ketta aareni, eemaldage Petri
tassi kaas, votke pintseti abil ketas ja asetage ta Petri
tassi kaanele, mis jJargnevalt viige 10 minutiks termostaati
(90-100°C), et eemaldada fenooli jaagid ja fikseerida AH-d*

Kromatogrammi saamiseks pritsige ketast 0,2J6-lise nin-
hudriini alkohollahusega ja kuivatage teda 5 min. 90 -100°C
Juures. Vorrelge test-AH-te ja uuritava segu komponentide
liikuvust ja arvutage Rf vastava komponendi jaoks (vt* prak-
tikum nr. 1).

Kontrollkusimused laboratoorse tdo kohta

1. Millel baseerub Kjeldahli meetod?

2. Millised AH-d esinevad zelatiini koosseisus?

3. Kuidas konstrueeritakse standardgraafikut valgu hulga
leidmiseks Lowxy jt. meetodil?

4. Mis on AH Rf ja kuidas teda leitakse?

Too nr. 5. Valkude happeline hudroluus .Ja formooltiitrimi ne
Sflrenseni .iargl

Valkude hudroluus on oluline vdte nende primaarstruktuu-
ri selgitamisel. Et hudroluusi kaigus Trp I8hustub taielikult,
moned AH-d (Ser, Thr, Cys, !£yr) osaliselt, siis praktikas kom-
bineeritakse happelist hudroluusi ensumaatilisega* Valkude
happelisi ja ensumaatilisi hudrolusaate kasutatakse ka
ravimpreparaatidena parenteraalseks toitmiseks.

Antud too eesmargiks on munavalgu happelise hudroluusi
labiviimine ning selle kulu hindamine formooltiitrimise (hud-
roluus il vabanenud -COOH hulga maaramine) ning biureedireakfe-
siooni abil.

Too kaik

M86tke Umarapdhjalisse kolbi 20 ml munavalgu lahust ja
lisage 5 ml kontsentreeritud soolhapet. Sulgege kolb korgiga,
mida labib pikk klaastoru (6hkjahuti), ja asetage kolb asbest-
vorgule, kinnitades teda statiivile. Keetke kolvi sisu 30
voi 80 minutit (alates keemise algusest).

Teostage vabade -COOH tiitrimine:
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a) hudroluusumata munavalgu lahuses* Viige 1 ml munavalgu la-
hust vaikesse kolbi, lisage 5 tilka 20%-list formaliini neut-
raalset lahust ja 3 tilka fenoolftaleiini ning tutrige mik-
roblretist 0,05 N NaOH lahusega pusiva kahvaturoosa varvuse
tekkeni* Registreerige kulunud NaOH hulk.
b) valgu hudrolusaadis. Katkestage hudroluis 30 (vSi 80) nti-
nuti mdddudes ja eemaldage kolvilt jahutustomi. Lisage spaat-
liga veidi loomset siutt haguse lahuse valastamiseks, segage
lahust ja keetke veel 5 minutit* Jahutage hiudrolusaat, vala-
ge ta mddtkolbi, viige maht destilleeritud vee abil 25 ml
margini ning Ffiltrige lahus labi* NBI Kui praktikumis on val-
mis hudrolUsaat, siis jaab eelnev osa aral

MSotke kolbi 1,25 «1 hidrolusaati (et 20 ml valgulahust
vastab 25 ml-le hidrolusaadiie, siis 1 ml valgulahust - 1,25
ml-le hidrolusaadile), lisage 3 tilka fenoolftaleiini janeut-
raliseerige keskkonnas olev HC1 10%-lise NaOH lahusega makro-
bureti abil (nBrga roosa varvuse tekkeni). NBI Neutraliseeri-
miseks kulunud NaOH hulka arvesse ei vSeta* Kui neutralisee-
rimisel tekkis tugevalt punane varvus, siis lisage tilkhaaval
(segadaV) 1%-list etaanhapet, kuni lahus muutub varvusetuksv
Etaanhappe liig neutraliseerige 1%-lise NaOH lahusega (tekib
n8rk roosa varvus). Lisage 5 tilka 20%-list formaldehiudi
neutraalset lahust ja tutrige 0,05 N NaOH lahusega kuni kah-
vaturoosa varvuseni* Teades, et tiitritavate -COOH hulk on
ekvivalentne formaldehutdiga seostunud -*IHg hulgaga, arvutage
-NH2 lammastiku hulk valgulahuse ja hidrolusaadi jaoks (NBi
1 ml-le 0,05 H NaOH lahusele vastab 0,07 mg lammastikku).

Vorrelge valgulahuse fb~lUdrolUsaadi biureetreaktsiooni*
Selleks v6tke 0,5 ml uuritavat lahust (hidrolisaadi puhul
neutraliseerige see 10% -lise NaOH lahusega), lisage 0,5 ml
10%list NaOH, loksutage ja lisage 1-2 tilka 1%-list CuSO”™v

Too nr* 6* Valkude sadestamine

Valkude sadestamist kasutatakse mitmetel praktilistel
eesmarkidel, nagu:
1) valkude puhastamisel (vt. fraktsioneeriv ja isoelektrili-
ne sadestamine; sadestamine orgaaniliste lahustitega);
2) biovedelike (veri, uriin, piim) vabastamiseks valkudest,
kui nad segavad vastavaid analuuse;
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J) valgu avastamiseks uriinis;

4) ensuumreaktsioonide peatamiseks;

5) meditsiinis pdletushaavade tddtlemiseks tanniiniga, mis
kslgendab pindmised koevalgud ja ei teki nende toksilisi la-
guprodukte.

Neutraalsoolade kSrgete kontsentratsioonide (ioontuge-
vuste) jJuures sadeneb valk lahusest pddrduvalt vaija (toimub
dehudratatsioon ning laengute neutraliseerimine) ja seda nim*
val .iasoolamiseks. Erinevad valgud sadenevad valja antud soola
erinevatel ioontugevustel, sest valjasoolamisele méjuvad val-
gu hudrofiilsus, Mr, laeng*

Antud t66 eesmargiks on albumiinide ja globuliinide eral-
damine valjasoolamisega erineva ioontugevuse juures, valjasoo-
lamise pOérduvuse ja kvantitatiivsuse toestamine ning rea
denatureerivate faktorite toime uurimine*

80 k¥ik
a) Albumiinide .Ja globuliinide val.iasoolamine

M6otke kahte katseklaasi 2 ml vereseerumit (vdi munavalgu
lahust) ning lisage esimesse klaasi 2 ml kullastatud (NH")2SOoN
lahust (tekib poolkullastus), teise tahket NaCl kuni kullastu-
seni. Loksutage molemat katseklaasi ja jalgige globuliinide
sademe teket. Piltreerige katseklaaside sisu kahte puhtasse
katseklaasi ning lisage esimesse filtraati tahket (NHM)2SON
kuni kullastatuseni, teise aga 4-6 tilka 0,1%-list etaanhapet*
Filtreerige esimesest katseklaasist tekkinud albumiinide sade
valja ja kontrollige biureedireaktsiooni abil mélemas filtraa-
dis valgu olemasolu.

b) Val.iasoolaalse podrduvuse tdestamine

M6otke kahte katseklaasi 2 ml vereseerumit (vdi munavalgu
lahust) ning lisage esimesse 2 ml alkoholi ja veidi 10%-liet
NaCl, teise 2 ml kullastatud (NH")2SO"N lahust. Loksutage hoo-
likalt katseklaase. Peale sademe teket lisage mdlemasse 4-5
ml dest. vett ning loksutage uuesti*

c) Valkude denatureerlmine

Mineraalhapete toimel* Votke kolm katseklaasi ning viige
igasse katseklaasi 15 tilka vastavat konts* hapets esimesse
H2S0", teise HCl ja kolmandasse HNOj. Hoides katseklaase 45°
nurga all lisage igasse katseklaasi (mdodda klaasi seina) 10
tilka valgulahust nii, et vedelikud ei seguneks. Vedelike
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piirpinnal tekib valge rféngakujuline sade. Tekitage vastavas-
se katseklaasi vastava konts# happe lisamisega (umbes 20 til-
ka) happe liig. NBl Sade ei lahustu (hudroluusi téttu) vaid
konts. HNOj liia puhul. Valgu avastamiseks uriinis kasutatak-
segi kvalitatiivset proovi konts. HNOMN-ga.

Leeliste toimeli. VOtke katseklaasi 5 tilka valgulahust ja
lisage 5 tilka konts. NaOH vdi KOH. Miks leelise toimel valk
ei sadene?

Raskemetallide soolade toimel. VOtke kolme katseklaasi 10
tilka munavalgu lahust. Lisage esimesse katseklaasi *1-2 tilka
CuSO” lahust, teise 2 tilka ZnSO™ lahust ja kolmandasse 2-3
tilka AgNOj lahust. Kdikides katseklaasides tekivad vees lahus-
tumatud sademed, mis aga lahustuvad raskemetallisoola lahuse
liia puhul (v.a* AgNO™). Raskemetallide soolad sadestavad val-
ke (tekivad soolalaadsed ja kompleksihendid) juba madalatel
kontsentratsioonidel.

Temperatuuri toimel.” Kdrgete temperatuuride toimel valgud
denatureeruvad, kuna makrostruktuuri muutuste tdttu hudrofiilr-
sed valguosakesed muutuvad hudrofoobseteks. Temperatuurist
tingitud koagulatsioonikiirus sdltub keskkonna pH-st, 1oon-
tugevusest ja valgu loomusest.

Votke 5 katseklaasi ja viige igasse 2 ml munavalgu la-
hust. Lisage teise katseklaasi 1 tilk 1%-list etaanhapet,
kolmandasse katseklaasi 0,5 ml 10%-list etaanhapet, neljan-
dasse 0,5 ml 10%-list etaanhapet ja 3-4 tilka NaCl kullasta-
tud lahust ning viiendasse 0,5 ml 10%-list NaOH. Keetke kdi-
ki katseklaase. Esimeses katseklaasis sadeneb valk jarkjar-
gult, teises kiiremini ja taielikumalt (pl), kolmandas sadet
ei teki (positiivsed laengud), neljandas tekib sade (neut-
raalsoola lahus voimaldab koagulatsiooni), viiendas ei teki
sadet (negatiivsed laengud).

Alkaloidsadestavate reagentide toimel. Valgud astuvad reakt-

siooni ka alkaloidsadestavate reagentidega (sulfosalitsuul-
hape, pikriinhape, KI, Hgl”, Bilj, punane veresool, tanniin
Jjt.) tingimustes (happeline keskkond), kus valk esineb ani-
oonses vormis ja sadestav reagent katioonses vormis. Tekki-
vad soolataolised Uhendid lahustuvad leeliselises keskkonnas.
Votke 2 katseklaasi, viige kummassegi 2 ml valgulahust
ning lisage 2-3 tilka 1%-list etaanhappelahust. Esimesse
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katseklaasi lisage 2-5 tilka kullastatud tanniinilahost ja
teise 5-6 tilka kullastatud pikriinhappelahust.

Kontrol lkusimused laboratoorse t66 kohta

1* Millel baseerub formooltiitrimise meetod?

2. Iseloomustage valgu taieliku hudroluusi produktide biuree-
direaktsiooni .

5« Milliste faktoritega saab valke sadestada poorduvalt ja
millistega pddrdumatult? Kuidas toestada podrduvat sadene—
mist?

4. Miks sadestab NaCl valke ndrgemini kui (NH4)2S047?

5« Kuidas tdestada valkude kvantitatiivset sadenemist?

6« Miks on valkude sadestamiseks alkaloidide reagentidega va-
jalik happeline keskkond?

Too nr. 7. Susivesikute keemilised reaktsioonid

SV-te reakt«ioonid tulenevad alkoholruhma j« karbonuul-
rubma olemasolust.

Antud praktilise t60 eesmargiks on tutvumine keemiliste
reaktsioonidega, mida kasutatakse eeskatt SV-te kvalitatiiv-
seks maaramiseks«

1 Qicflideerimisreaktsloonid« Monoosid (aga ka osa disahha-
riide), sisaldades poolatsetaalset hudroksuulruhma (v0i vaba
karbonuilruhma), oksudeeruvad aluselises keskkonnas raskmetal-
lide soolade toimel« Et viimased redutseeruvad seejuures me-
tallideks vOi nende oksiidideks, siis raagitakse SV-te taan-
davast voimest*

Jargnevad oksudeerimisreaktsioonid teostage kdigi prak-
tikumis olevate SV-te lahustega« Negatiivse reaktsiooni puhul
teostage eelnevalt vastava SV hudroluus (lisage moni tilk
konte* HCl ja keetke veidike aega)« Katsete tulemused kandke
koondtabelisse ja andke neile ka vastav pdhjendus.

TO6O kaik

1« Trommeri reaktsioon* POhineb vask (11) hudroksiidl taandu-
misel vask (1) oksiidiks. Leelistage SV-te lahused (5 tilka)
vordse hulga 10%-lise NaOH-ga, lisage 1-2 tilka 0*2 N vasevit-
rioli (CuSO™) lahust ja kuumutage segu keemiseni (NBI mitte
keeta)« Positiivse reaktsiooni puhul tekib punakas vdipunakas-
kollakaspruun Cu20 sade«

Reaktsiooni skeem:
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1) CuSO4 ¢ 2NaOH ----» Cu(OH)2 Na2s04
Tekkiv Cu(OH)2 sade lahustub komplekseerumisel SV-te OH-ruh-

madega nH 0
2) CuC -——-——2 CuOH + O K HpO
OH (SV-te oksudee-
Cun rimiseks)
~OH
3) glikoos — - — glukoonhape
Cu
4) 2 CuOH ----» ZO\ h 20
Cul\ *

NBI CuSO”™ lisamisega tuleb olla ettevaatlik, sest viimase
liig maskeerib reaktsiooni (taandumata Cu(OH)2 muutub kuumu-
tamisel mustaks CuO sademeks).

2. FehlIngi reaktsioon. Trommeri reaktsiooni variant. Feh-
lingi reaktiivis sisalduv Seignette®i sool hoiab Cu(OH)2 la-
hustununa, mis tdéstab reaktsiooni tundlikkust. Lisage uuri-
tavatele lahustele vordne hulk Fehlingi reaktiivi (Cu(OH)2
ja Seignette”i soola lahustuv kompleks) ja soojendage keemi-
seni. Positiivset reaktsiooni naitab tekkiv punane sade.

COONa COONa
CHOH , Vv CHO,
iHOH *  Ou(OH>2 — kBO Cx + 2H2°
cook iooK
Seignette* i sool lahustuv kompleks

Il ldentifitseerimlsreaktaioonid. Need spetsiifilised reakt-
sioonid véimaldavad kindlaks teha konkreetsete SV-te olemas-
olu biovedelikes.

1. Selivanovi reaktsioon heksoosidele. Reaktsioon baseerub
sellel, et tugeva happe toimel tekib heksoosist hudroksume-
tuulfurfurool, mis resortsiiniga annab septsiifilise punase
varvuse. Reaktsioon toimub eriti hasti fruktoosiga voi korge-
mate SV-ga, mis hudroluusil annavad fruktoosi (nait. sahha-
roos, inuliin), kuna ketoheksoosidest tekib hudroksumetuul-
Ffurfurool umbes 20 korda kiiremini kui aldoheksoosidest (giu-
koos, galaktoos, mannoos).

Reaktsiooni kemism:



¢ 3120

hudroksumetuulfurfurool

2) HO-fFi
hudrujKsumevuuj.'
furfurool resortsiin
-2 H20
ho-h2c punase varvusega kompleksuhend

TO6O kaik

Votke katseklaasi 1-2 ml Selivanovi reaktiivi (0,53-lins
resortsiinilahus 20%-lises HCI-s), lisage 2-3 tilka fruktoosi-
lahust, kuumutage segu keemiseni ja jalgige punase véarvuse te-
ket. Kestvamal keetmisel annavad Selivanovi reaktsiooni ka
glikoos, maltoos, sahharoos.
2. Spetsiifilised reaktsioonid pentoosidele. Need reaktsioo-
nid baseeruvad sellel, et tugeva happe toimel tekib pentoosist

e reagentidega annab tea-

a) Reaktsioon oraiiniga (metuuldihudroksubenseen)
T0O kaik

Votke katseklaasi 2-3 ml 1%-list pentoosilahust, lisage
vordne hulk 20%-list HCI ja moni kristall orsiini. Peale
hoolikat segamist kuumutage segu keemiseni, tekib rohekas
Varvus.
b) Reaktsioon florogliitsiini&a (trihudroksubenseen)
TOO kaik

Kuumutage 1-2 ml floroglutsiinilahust (0,2%-line floro-
glutsiin konts. HCI-s) keemiseni ja lisage siis kiiresti 5-6
tilka pentoosilahust. Moodustub punane kompleksuhend.
c) Reaktsioon aniliiniga (aminobenseen)
TOO6 kaik

Lisage 2-3 ml-le 1%-lisele pentoosilahusele vdrdne hulk
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30%-list HCI, kuumutage keemiseni ning lisage m8ni tilk ani-
liini ja jaa-Sadikhapet« Tekib punase varvusega uUhend«
3* Jooditesi» Lugoli lahuse (12 on lahustatud Ki-ia) toimel
annab tarklis sinise v81 sinakasvioletse véarvuse, mis kaob
kuumutamisel* Tarklise osalise hudroluusi produktid (erutro-
dekstriinid) annavad jooditesti puhul punase varvuse, 16pli-
ku hudroluusi saadused (maltoos ja glukoos) spetsiifilist
varvust ei anna. Glukogeen annab joodiga punakaspruuni var-
vuse*
Foo kAiPK

Lisage uuritavate SV-te lahustele (tarklis, glukogeen,
glukoos, sahharoos) 1-2 tilka Lugoli lahust ja vCrrelge tek-
kivaid varvusi.

Tod nr. 8. Glikoosi kvantitatiivne maaramine veres Ja
bioloogilistes vedelikes
Vere glukoosisisalduse maaramiseks kasutatakse jargmisi
meetodeid«
1* Meetodid, mis baseeruvad SV-te vOimel taandada raskmetal-
lide sooli leeU8eliaes keskkonnas. Nendest enamkasutatavaks
On Hagedorn-Jenseni meetod (vt. SV-te metabolism).
2* Eolorimeetrilised meetodid« Baseeruvad glikoosi ja vasta-
vate reagentide interaktsioonil tekkivate Uhendite varvuse
intensiivsuse maaramisel« Nendest levinuim on ortotoluidiini
meetod. Tema pShimSte seisneb selles, et glukoosi kuumutami-
sel o-toluidiiniga aadikhappe lahuses sekib sinakasroheline
Varvus, mille intensiivsus sSltub lineaarselt glikoosi kont-
sentratsioonist lahuses«
Vi
B

HgO

o-toluidiin glukoos sinakasroheline
kompleksuhend

Ortotoluidiiniga reageerivad peale glukoosi ka teised aldo-
heksoosid (galaktoos, mannoos jt«), kuid kuna nende sisaldus
veres on vaike, siis maaratakse tegelikult ainult glukoosi-
sisaldust. Nimetatud meetod on kullaldaselt tapne.
Too kaik

Valage kahte tsentrifuugiklaasi 0,9 ml 3%-list CCI™COOH,
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lisage esimesse 0,1 ml sdrmest véetud verd ja teise 0,1 ml
glikoosi standardlahust ning peale segamist tsentrifuugige
segu 3000 p/min 10 min. Votke mdlemast klaasist 0,5 ml supar-
natanti kahte kuiva katseklaasi, lisage mbolemale 4,5 ml orto-
toluidiinset reaktiivi ning asetage klaasid keevasse vesi-
vanni (NBl tépselt 8-ks minutiksl). Jahutage klaasid kraani-
veega toatemperatuurini, mddtke proovide optiline tihedus
punase valgusfiltriga (620 nm juures) 1 cm kuvettidega P X -i
abil (kontrolliks votke destilleeritud vett) ning arvutage
glukoosisisaldus veres jargmise valemi abil:

Q i _gg_f_c__._g_ £ jms

Est
C - glukoosi kontsentratsioon (mmool/l) uuritavas proovis
Cst - glukoosi kontsentratsioon standardlahuses (mg/7100 ml)
E - uuritava proovi optiline tihedus

mEst ' glukoosi standardlahuse optiline tihedus.

SI dhikutele (mmool/l) ulemineku koefitsient on 0,0555.

Vere glukoosisisaldus on antud meetodi puhul 60-90 mg% (3,33-
4,99 mmool/1).

3« jénsumaatilised meetodid» Baseeruvad glikoosi metabolismis
osalevate enslUumide kasutamisel. Kdige spetsiifilisem ja tap-
sem on glikoosi oksudaasi meetod. Flavoproteiidne glukoosi
oksiidaas (koensuumiks on PAD) oksudeerib glikoosi labi 6-D-
glukonolaktooni glikoonhappeks. Glukoosilt eraldunud 2 vesi-
nikuaatomit kantakse PAD—i abil Shuhapnikule ning moodustub
Hg02 (ekvimolaarselt oksiudeeritud glikoosiga). Vastava perok-
stdaasi juuresolekul okslUdeerib H202 varvitu o-tolidiini var-
viliseks, kusjuures véarvuse intensiivsus on lineaarses sol-
tuvuses keskkonnas oleva glikoosi hulgaga.

mjjhifo* HH=<I X > ™
Y OHj OHj
o—tolidiini taandatud o-tolidiini oksudeeritud
vorm (varvitu) vorm (taevasinine)

Glukoosi maaramiseks sadestatakse vere valgud tsinksulfaadi
leeliselise lahusega. Meetodit el sega vere teised taandavat
voimet evivad komponendid. NBI Katses kasutada ainult kuivi
katseklaase ja.pipette.
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Too kaik

Votke kahte tsentrifuugiklaasi 1,1 ml 0,9%-list NaCl
lahust, 0,4 ml 5%-list ZnSO4 lahust ja 0,4 ml 0,3 H NaOH la-
hust, 0,1 ml verd ning peale hoolikat segamist ja 10 min.
seismist eemaldage valgud, tsentrifuugides segu 10 min* (2500-
3000 p/min). Lisage 1 ml tsentrifugaadile 3 ml toatemperatuu-
rini viidud tdodlahust ja segage hoolikalt* Teise katseklaasi
(kontrollkatse) votke 1 ml destilleeritud vett ja lisage sa-
muti 3 ml to6lahust. Mootke mblemate lahuste optiline tihedus
tapselt 15 min. moddudes FEK-i ahil 630 nm juures (punane
valgusfilter) ja arvutage glikoosi kontsentratsioon veres,
kasutades kalibreerimisgraafikut*

Terve inimese vere glikoosisisaldus antud meetodiga maa-
ramisel on 3,10-5,22 mmool/1 (56-9" my$¥). Kui maarata gltikoo-
sisisaldus plasmas v0i seerumis, saame tulemuseks 3,05-5,55
mmool/1 (55-100 mg%), seljaajuvedeliku puhul - 2,77-3,88
mmool/1 (50-70 mg%) -

Veresuhkru maaramlse klilnilis-"~Liagnostiline tahtsus

Huperglukeemiat (s.o* veres glikoosisisalduse tbus) ta-
heldatakse suhkruhaiguse, akuutse pankreatiidi, pankrease
tsirrooside, emotsionaalse stressi, kilpnadarme, hupofuusi ja
neerupealiste huperfunktsiooni puhul* Selline seisund tekib
ka peale eeternarkoosi ja suure hulga SV-te saamisel toiduga.
Hupoglukeemia esineb insuliini liigsel manustamisel suhkru-
haiguse ravimisel, maksa parenhuumi kahjustuste, glukogeeni
Idhustavate ensuumide tegevuse hairumise, kilpnddrme, hupo-
fuusi ja neerupealiste hupofunktsiooni, suurte verekaotuste,
SV-te imendumise hairete, benseeni, kloroformi ja fosfori
mirgistuste ning nalguse puhul.

Kontrollkusimused laboratoorse t66 kohta

1* Selgitage Trommeri, Fehlingi ja Nylanderi reaktsioonide
olemust*

2* Nimetage reaktsioone, mille abil saab kvalitatiivselt
tbestada sahharoosi, maltoosi, heksoose ja pentoose. Poh-
Jjendage nende kasutamist.

3* Milliseid meetodeid kasutatakse SV-te kvantitatiivseks

maaramiseks?
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Too nr. 9. Lipiidide ekstraheerimine ajukoest
Ekstraheerimist teostatakse Soxhleti aparaadi (koosneb kol-
mest osast - kolvist, ekstraheerimistorust, jahutist) abil.
1l o6 kaik

Kandke filterpaberist valmistatud hulssi 20 g kuivata-
tud ajusubstantsi ja asetage see ekstraheerimistorusse. Vala-
ge kolbi 150 ml alkoholi, Uhendage aparaadi osad ja paiguta-
ge aparaat statiivi abil elektrisoojendile. Aurustuv alkohol,
kondenseerudes jahutis, koguneb ekstraheerimistoru pdhja, kus
ta ekstraheerib ajukoest lipiide. Vajaliku nivoo saabumisel
alkohol voolab sifoontoru mdédda kolbi tagasi ja ekstraktsi-
oon kordub. Teostage ekstraheerimist 2-3 tundi ja Idpetage
protsess siis, kui suurem osa alkoholist on ekstraheerimis-
torus, kolvis on aga lipiidide kontsentraat.

Too nr. 10. gosfatiduulkoliini (letsitiini) sadestamine.
hudroluus ja koostisosade tdestamine

Too kaik

Lisage tdds nr. 9 saadud ekstraktile atsetooni, kuni te-
kib letsitiini sade (erinevalt teistest lipiididest letsitin
atsetoonis ei lahustu). Eraldage letsitiini sade Ffiltrimise
teel (filtraat sailitage tdoks nr. 11), kandke sade filter-
paberilt (klaaspulgaga) kuiva katseklaasi, lisage 5%> ml
10%-list KOH ja keetke vesivannil 15 min. TOestage hudrolu-
saadis letsitiini komponendid. (NBI Vabanev koliin muutub
trimetuulamiiniks /N(CHj)y, mis on aratuntav spetsiifilise
I16hna jargi).
Letsitiin ¢ 3 HOH —-»glutserool + rasvhapped+koliin
Rasvhapete tdeatamlna. Lahjendage letsitiini hudrolUsaati
vahese veega ja hapustage konts. HCl-ga. Eraldage filtreeri-
mise teel sadenenud rasvhapped.
Glutserooli toestamine. Neutraliseerige eelmises katses saa-
dud filtraat 10%-lise NaOH-ga, kandke portselankaussi ja au-
rutage ta vesivannil kuivaks. Kuivjaagi uhele osale (teine
osa jaab HM"POM™ tdestamiseks) lisage tahket KHSON ja kuumuta-
tage. Glutserooli olemasolu tbéestab tekkiv kergesti lenduv
terava Idhnaga akroleiin.
HY/, tdestamine. Kuumutage eelmises katses saadud kuivjaa-
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ki suures katseklaasis (vO0i Kjeldahli kolvis) 1 ml konts*
HgSO™-ga, kuni segu muutub varvusetuks (mineraliseerumlse
kiirendamiseks lisage moni tilk H202)« Peale segu jahtumist
lisage 5 ml dest. H20, 2 ml 5%-list ammooniummolubdaadila-
hust ja 2 ml kullastatud tiokarbamiidilahust* HM"PON (tépse-
malt Pi) olemasolu tdestab tekkiv molubdeensinine.
Too nr. 11c Kolesterooli tdestamise reaktsioonid
Kolesterooli saab tdestada kristalliseerimisega vOi var-
vusreaktsioonide abil. Viimasel juhul viiakse kloroformila-
huses olev alkohoolne kolesterool vee eraldumisega kullastu-
mata susivesinikuks.
Too kaik
a) Kristalliseerimine. Votke portselankaussi toos nr. 10
saadud filtraati ja aurutage see vesivannil kuivaks. Viige
klaaspulgaga vahene kogus kuivjaaki alusklaasile, lisage tilk
talist alkoholi ning peale lahusti aurumist vaadelge koles-
terooli kristalle mikroskoobi all. Joonistage kristallide
ehitus protokollide vihikusse.
b) Liebermann-Burchardi proov* Vo&tke 0,5 g ajukude, lisage
1 g kipsi ja peenestage segu uhmris homogeenseks massiks.
Maarige see mass skalpelli abil 6hukese kihina esemeklaasi-
le ja kuivatage 60°C juures (selleks hoidke esemeklaasi 20
cm kaugusel poleti leegist, kontrollides aegajalt klaasi kuu-
must kaeseljal). Viige kogu kuivmass skalpelli abil katse-
klaasi, lisage 2,5 ml kloroformi ja ekstraheerige koleste-
rool, loksutades pidevalt katseklaasi sisu 5 min valtel toa-
temperatuuril. Piltreerige kolesterooli kloroformekstrakt
kuiva katseklaasi ja teostage Liebermann-Burchardi reaktsioon:
lisage 1 ml-le filtraadile (kolesterooli kloroformlahus) 10
tilka aadikhappe anhudriidi ja kaks tilka konts. HgSO™. Koles-
terooli manulusel muutub lahus ule mitmete varvuste roheli-
seks. Liebermann-Burchardi reaktsiooni kasutatakse kolesteroo-
li kvalitatiivseks ja kvantitatiivseks maaramiseks.

Too nr* 12* Sapphapete tdestamine

Sapphapete toestamiseks kasutatakse Pet"tenkoferi testi.
Sapphapete ja hudroksumetuulfurfurooli reageerimisel (viima-
ne tekib sahharoosist konts. HgSO”™ toimel) tekib punakasvio-
letne varvus* MBI Reaktsiooni segavad valgud, mis annavad
analoogilise véarvuse.

140



TO6O kaik
Votke katseklaasi 1 ml konts. HgSO”, kihitage sellele
0.1.ml lahjendatud. (1s5) sappi, millele on lisatud 1-2 t-nva
varskelt valmistatud 20/+-list sahharoosilahust ja jalgige
lahuste kokkupuutepinnal vérvuse teket.
Kontrollkusimused laboratoorse t60 kohta
1. Selgitage Soxhleti aparaadi tdéoprintsiipi ja joonistage
aparaadi skeem vihikusse.
2. Kirjutage (valemitega) letsitiini hudroluusi reaktsioon.
3» Milliste reaktsioonidega tdestatakse glutserooli, koleste-
rooli, sapphappeid?
4. Nimetage kolesterooli kvantitatiivseks maaramiseks kasuta-
tavad reaktsioonid.

Too nr. 13. Desoksuribonukleoproteiinide (MP-de) isolee-
rimine _jja MA t8estamine

X P -de allikatena on sobivaimad rakutuumarohked koed
(pbrn, harknaare, maks). DNP-de isoleerimine baseerub asjaolul,
et nad moodustavad korge viskoossusega lahuseid suhteliselt
kdérge kontsentratsiooniga soolalahustes (nait. 1 M NaCl-la-
huses) ja sadenevad niitidena valja selliste lahuste lahjen-
damisel (kuni 0,15 M).

TO6O kaik

Tikeldage kaaridega 2 g maksa (pdrna). Peenestage maksa-
tukid vordse hulga klaasipuru lisamisega jaal jahutatud uhm-
ris, lisage seejédrel jark-jarguliselt 5 ml jahutatud 2 MNad
lahust, mis sisaldab 0,04% Na-tsitraati (DNaasi inhibiitor),
ja hodruge segu 15 min valtel. Jargnevalt, segades uhmri si-
su, lisage vaheste portsjonite kaupa 50 ml jahutatud 1 M NaCl
lahust. Saadud homogeenne mass kandke tsentrifuugiklaasides-
se, tasakaalustage nad ja tsentrifuugiga 15 min 3000 p/min.
Valage supernatant mdotsilindrisse, mddtke keeduklaasi super-
natandi suhtes kuuekordne maht dest. vett ning valage super-
natant méotsilindrist vaga aeglaselt peene joana vette, sega-
des lahust pidevalt puupulgakesega. WP sadeneb niitidena,
mis keerduvad puupulgakesele. Kui niitide asemel tekib helbe-
line sade, laske sel pisut seista, valage ettevaatlikult ve-

delik pealt ara ja tsentrifuugige Ulejaanud osa, saades DNP
sademe.
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WA tbOestamine. Viige pisut (Ulejdanud osa jaab t8d nr« 14
jJaoks) desoksuribonukleoproteiinseid niite (sadet) katseklaa-
si ja lahustage 0,4%-lises NaOH-s. Lisage vordne kogus dife-
nutlamiinreaktiivi ja keetke segu 20 min. vesivannil. Hudro-
luusil vabanenud WA olemasolu tdestab sinise varvuse teke.
Antud reaktsioon baseerub desoksiriboosil, mistéttu ta voi-
maldab eristada W A -d KNA-st (riboosi olemasolul tekib rohe-
line varvus).

Too nr. 14. WP komponentide tdestamine

Hudroluus viiakse labi HgSO™-ga, mille toimel WP 16pli-
kult hiadroluusub luhikesteks peptiidideks, AH-teks ning N-
alusteks, pentoosiks ja fosforhappeks.
Tdo kaik

Viige tdos nr* 13 saadud uUlejédnud nukleoproteiinsed
niidid (sade) hudroluusikolbi, lisage 15 ml 10%-list H2S04,
sulgege kolb korgiga, mida labib pikk klaastoru (Jahuti) ja
keetke ettevaatlikult tund aega. Piltreerige jahtunud hidro-
lisaat labi ja tbestage filtraadis ulalnimetatud hudroludai-
produktid.
1. Pentoosi tbestamine. Pentoosi olemasolu tfestatakse kas
orsiini voi Ffloroglutsiini abil (vt* SV-te identifitseeri-
misreaktsioonid)e
2* Desoksuribooei .Ia riboosi tdestamine. Lisage 5 tilgale
hudrolisaadiie 20 tilka difenuulamiini 1%-list lahust ja
keetke segu vesivannil 15 min. Sinise varvuse teke tdestab
desoksuribooei olemasolu, roheline varvus - riboosi olemasolu*
3. goaforhappe tdestamine. Lisage 10 tilgale hiudrolusaadile
20 tilka moliUbdeenreaktiivi ja 20 tilka kiullastatud tiokarba-
miidilahust. Positiivset reaktsiooni naitab sinakasrohelise
varvuse teke.
4* Puriinaluste tdestamine. Lisage 10 tilgale hidrolusaadi-
le umbes 10 tilka ammoniaagi kontsentreeritud lahust (kont-
rollige indikaatorpaberiga leeliselist reaktsiooni). Peale
loksutamist lisage 10 tilka 2%-list hdbeda ammoniakaalset
lahust ning laske segu 3-5 min. seista. Tekib helepruunikas
puriinaluste hdbedasoolade sade.
5» Peptiidide tdestamine. Selleks kasutatakse biureedireakt-
siooni (vt. valkude praktikum).
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Kontrollkusimused laboratoorse too kohta«

1, Millel baseerub Wl P -de isoleerimine?

2*’Nimetage DNP ja BNP hudroluusi vahe- ja 18pp-produktid*

3. Milliste reaktsioonidega saame eristada Wl A -d HNA-st ning
toestada pentoose ja puriinaluseid?

160 nr« 15. Bnalumreaktsioonide kiiruse sdltuvas keskkonns
faktoritest

NBI Kuna enstimid on vaga labiilsed ja spetsiifilised, siis
praktiliste toode labiviimisel tuleb olla eriti hoolas, tép-
ne ja taita eeskirjades toodud ndudeid«

1« Temperatuuri mdju E-mi (amilaaa) .la anorgaanilise kata-
lisaatori (HC1) aktiivsusele« Tarklist kui substraati hud-
roliisivad nii silje amilaaa kui ka HC1. HUdroluusi kulg on
astmelines térklis — lahustuv tarklis --——- erutrodekst-
riinid — akrodekstriinid— maltoos ----- » glikoos«

Hudrollusiastet saab maarata* 1) Lugoli lahusega, mis
on lg lahus Kl-s (Jooditest) - tairklis ja lahustuv téarklis
annavad joodiga sinakasvioletse varvuse (hudroluusi pole toi-
munud)} erutrodekstriinid annavad punase varvuse; akrodekst-
riinide, maltoosi ja glikoosi puhul joodi pruun varvue ei
muutu (on toimunud hidrolids); 2) Trommeri reaktsiooniga -
positiivse Trommeri reaktsiooni annavad vaid maltoos ja gli-
koos (vt. suUsivesikute praktikum).
TO6O kaik

Votke 8 katseklaasi ja viige igasse 5 ml 0,5%-list tark-
liselahust (vt. katse skeemi). Asetage katseklaasid nr. 1 ja
5 jaavanni (0°)» nr« 2 ja 6 jatke toatemperatuuri juurde
(18-20°), nr. 3 ja 7 pange termostaati (37°) ning nr< 4 ja
nr. 8 asetage keevasse vesivanni (100°). 10 minuti mdddudes,
kui katseklaaside sisu on omandanud vastava temperatuuri, li-
sage katseklaasidesse nr« 1-4 1 ml 1*10 lahjendatud silge ja
katseklaasidesse nr, 5-8 1 ml 10%-liat HC1l, segage hoolikalt
ning jatke vastava temperatuuri juurde 15 minutiks« Jahutage
katseklaasid kiiresti jaavannis, jagage nende sisu pooleks ja
sooritage Uhe poolega koheselt jooditest 1-2 tilga Lugoli la-
huse lisamisega. Teise osaga sooritage Trommeri reaktsioon
(vt. praktikum nr. 3). Katse tulemused kanda protokolli kofs
vastavate kommentaaridega.
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Katse skeem (kanda protokolli):

Tarklis ,Sul9 1O|°_/|°6{i”e Inkubat-  Jooditest

W %ﬁ?’ p  SToont T s o) rﬁfk\t/gEOC-);
1. 5 1 0°
2. 5 1 - 20°
3. 5 1 - 37°
4. 5 1 - 100°
5. 5 - 1 0°
6. 5 - 1 20°
7. 5 - 1 37°
8. 5 - 1 100°

2. pH m8ju ensuimreaktsiooni kiirusele* Too eesmargiks on
maarata sulje amilaasi pH-Optimum.

Too kaik

Votke 7 katseklaasi ning mddtke nendesse puhverlahuste rida
vastavalt skeemile:

pH 0,2 M Na2HPO~ (mD) 0,1 M sidrunhape (ml)
5,6 0,58 0,42
6,0 0,63 0,37
6,4 0,70 0,30
6,8 0,77 0,23
7,2 0,87 0,13
7.6 0,94 0,06
8,0 0,97 0,03

Lisage igasse katseklaasi 1 ml 0,5%-list tarklise lahust 1%-
lises NaCl-s ja 1 ml 1:100 lahjendatud sulge, segage segu hoo-
likalt ning asetage katseklaasid 15 min 37°C juurde termostaati.
Jargnevalt jahutage katseklaaside sisu, sooritage jooditest
ning leidke selle alusel silje amilaasi pH-optimum.
3. Aktivaatori _a inhibiitori mdju sil.ie amilaasile. Antud
t60 eesmargiks on omandada amilaasi aktiivsuse maaramise me-
toodika Wohlgemuthi jargi ja uurida aktivaatori ja inhibii-
tori toimet amulaasi aktiivsusele.
Too Kailk

Votke 3 rida katseklaase (& 10) ning looge neisse lah-
jenduste rida (vt. skeem).
1. rida. Mootke igasse katseklaasi 1 ml dest. vett, lisage
esimesse katseklaasi 1 ml 1:10 lahjendatud sulge, segage hoo-
likalt ja viige 1 ml.teise katseklaasi. Segage teises katse-
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klaasis olev segu labi, viige 1 ml segu kolmandasse katse-
klaasi, millest peale segamist viige 1 ml segu neljandasse
katseklaasi jne. Viies 0 -dast katseklaasist ara 1 ml segu,
saate suljelahjenduste rea (vt. skeem)*

2. rida» MOStke igasse katseklaasi 1 ml 1%-list NaCl-lahust,
lisage esimesse 1 ml 1:10 lahjendatud sulge, segage hoolikalt
ja viige 1 ml segu teise katsgklaasi. Edasi toimlge nagu

1= rea puhul*

3* rida* M&Otke igasse katseklaasi 1 ml 1%-list CuSO”™-la-
hust, lisage esimesse 1 ml 1:10 lahjendatud sulge, segage
hoolikalt ning viige 1 ml teise katseklaasi jne* nagu eel-
miste ridade puhul*

Jargnevalt lisage kdikidesse katseklaasidesse 2 ml 0,1%r
list tarkliselahust, segage ning inkubeerige neid termostaa-
dis (37°, 30 min). Jahutage katseklaasid peale inkubeerimist,
teostage jooditest, kandke tulemused protokolli ja arvutage
amilaasi aktiivsus*

Amulaasi aktiivsust valjendatakse 0,1%-lise tarklisela-
huse hulgana ml-tes, mille lohustab 1 ml lahjendamata sulge
37°C juures 30 min. valtel* Normi korral on siulje amilaasi
aktiivsus 160-320 uUhikut. Wohlgemuth*i meetodit kasutatakse
ka uriini ja vere amulaasi aktiivsuse maaramiseks*

Naide* Oletame, et viimane negatiivse jooditestiga kat-
seklaas 1. reas oli nr* 6 Amulaasi aktiivsus on seega
2« 640 * 1280 Uhikut, s*t* et 1 ml lahjendamata sulge suu-
daks neis tingimustes hudroluisida 1280 ml 0*1%-list tarkli*

selahust* ~
Katse skeem (kanda protokolli)

kKiB8SFGT. 0 2 5 4 £ B 7 8 0§ f° fowlamss
ull U in- tuhikutes

labjendus - - - — — -—— ———1».J ——3-—3- 3l
20 40 80 160 320 640 1280 2560 5130 10240 sulOes

1*rida
'_20

2*rida
0.5%-
line
NaOol

3*rida

0.5%-
line

Guson



Too nr. 16. Bnsauyumide kvantitatiivne maaramine

1, Uriini amulaasi (dlastaasi) maaramine Bnahnerl iar™i.
Me.etod baseerub ajavahemiku leidmisel, mille valtel 1 ml
uriini hudroluusib tarklise taielikult. Tinglikult voetakse
amulaasi aktiivsuse Uhikuks E-mi hulk, mis 15 min. jooksul
lagundab 2 mg tarklist.

Too kaik

Kandke sistla abil Uks tilk 0,1%-list joodilahust 0,2%-
lises KL-<Lis (Lugoli lahus) kuivale Petri tassile 10-nesse
erinevasse kohta. Jargnevalt votke katseklaasi 2 ml 0,1%-list
tarkliselahust (sisaldab 2 mg tarklist), 1 ml 0,85%-list
NaCl-lahust ja asetage katseklaas termostaati (37°C) 5 minu-
tiks. NUud lisage (katseklaas olgu termostaadis) 0,5 ml urii-
ni ja markige Ules reaktsiooni alguse tapne aeg. Jargnevalt
viige 3 min. moodudes tilk segu (Pasteur®i pipeti voi klaas-
pulga abil) Petri tassil olevasse joodilahuse tilka, 6 min*
mdddudes teise joodilahuse tilka, 9 min. mdddudes kolmandas-
se joodilahuse tilka jne, kuni jooditilga varvus jaab muutu-
matuks, ja fikseerige reaktsiooni aeg minutites. Arvutage
uriini amilaasi aktiivsus vastava valemi abil: x,, = - — ,

u t.0,5 =
kus 15 - aeg, mis on vajalik 2 mg tarklise taielikuks I6hus-
tumisekej 0,5 “ uriini kogus (ml-tes), mis viidi reaktsioo-
nisegusse; t - reaktsiooni kestus (min.); Xy - amiulaasi ak-
tiivsus thes ml-s.uriinis* Normi puhul on amilaasi aktiivsus
Xw) 1-2 dhikut* Wohlgemuth*i meetodi puhul (vt. td0 nr.
15, kolmas osa, NaCl-rida) saadakse uriini amilaasi norm-
vaartuseks 16-"4 U*

Normist kérgemaid uriini amilaasi aktiivsisi taheldatak-
se pankreatiitide agedas staadiumis. Lastel esineb amilaasi
aktiivsuse kdrgenemine uriinis endeemiliste parotiitide kor-
ral, mil parotiidi viirus kahjustab ka pankreast. Amulaasi
puudumine uriinis viitab neerude puudulikkusele.

2. Vereseerumi aluselise fosfataasi maaramine. Aluseline
fosfataas kuulub fosfomonoesteraaside (fosfataaside) hulka.
Need ensuimid katalllusivad susivesikute ja fosforhappejaagi
estrite (glukoos-1-P, glikoos-6-P jt.) hudroluusi. Verre sa-
tuvad need enstimid luukoest, maksast, neerudest, pdrnast,
eesnaarmest.
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Aluseliae fosfataasi pH-optimum on 8t5-9,0, happelisel
fosfataasil 4,5-5,0. M6lema E-mi maaramisel kasutatakse S-na
~—glutserofosfaati ning ensuimi aktiivsuse Ule otsustatak-
se vabaneva fosfori hulga jargi (vt* reaktsioon):

CH20H.
(g jHofponr
ch20h
glitserool
T00 kaik
Votke kahte katseklaasi 0,1 ml vereseerumit ja 1 ml
Tris-HCIl puhvrit (pH * 9,1)» mis sisaldab 25 mM yS-glutsero-
fosfaati ja 1 nM MgCI2 (Mg2* on fosfataaside aktivaatoriks).
Esimesse katseklaasi (kontrollkatse) lisage 0,9 ml 10% tri-
klooraadikhappe lahust ning®asetage mdlemad katseklaasid 1
tunniks termostaati (37°C), Peale katseklaaside jahutamist
lisage teise katseklaasi (katse) 0,8 ml 10%-list trikloor-
aadikhappe lahust (valkude sadestamiseks) ja filtreerlge kat-
seklaaside sisu erinevatesse gradueeritud klaasidesse» Peske
filtril olevat sadet 1 ml dest,* veega, viige maht 5 ml-ni ja
maarake Pi sisaldus mdlemas filtraadis*
Pi maaramiseks lisage filtraatidele 1 ml molubdeenreak-
tiivi, 0,5 ml 0,5%-list kiulmkapis asuvat askorbiinhappela-
hust, viige dest* veega maht 10 ml-ni, segage hoolikalt ning
tépselt 5 min méddudes maarake Pi optiline tihedus kontroll-
ja katsefiltraadis (dest* vee vastu) elektrofotokolorimeetri
abil ,kasutades 5 mm labimddduga kivette. Leidke standardgxaa-
fiku abil eraldunud Pi hulk ning valjendage aluselise fosfa-
taasi aktiivsus eraldunud Pi hulgana (mg-des) 100 ml veresee-
rumi kohta tunnis.
Huperfosfataseemiat (vereseerumi fosfataasi aktiivsuse
téus) taheldatakse maksahaiguste (mehaaniline kollatSbi) ja
luukoe haiguste (rahhiit, pahaloomulised luukasvajad) puhul.
Kontrollkusimused laboratoorse t66 kohta
1* Selgitage, miks maltoos ja gliukoos annavad positiivse
Trommeri reaktsiooni ja negatiivse jooditesti*

2. Kuidas tOestada, et NaCl aktiveerib sulje amilaasi ja Cuso"
inhibeerib teda?

3* Milles seisneb Buchneri meetodi ja vereseerumi aluselise
fosfataasi maaramise pohimdote?
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Too nro 17« Kvalitatiivsed reaktsioonid vitamiinidele
Vitamiin A
1* Reaktsioon SbGIN-g*« Vf>tke kuiva katseklaasi 1-2 tilka
kalamaksadli ja lisaga 4-5 tilka SbCI® killastatud lahust
kloroformis.® Tekib sinine varvus, mis seismisel muutub roosa-
kaks-violetseks (karotiini olemasolul lahuses tekib rohekas-
sinine varvus)« Reaktsiooni saab spetsiifilisuse tottu kasu-*
tada ka vitamiin A kvantitatiivseks maaramiseks«
2« Reaktsioon konts« HjSOM-ra"« Votke kuiva katseklaasi 1 tilk
kalamaksadli ja 5 tilka kloroformi, loksutage ning lisade 1
tilk konts« P'S¥j.« Tekib sinakas varvus, mis laheb ule puna-
kaspruuniks« Reaktsioon on mittespetsiifiline«
Vitamiin D
1« Reaktsioon aniliinigax VoOtke kuiva katseklaasi 2-3 til-
ka kalamaksadli ja 10 tilka kloroformi ning lisage (pidevalt
segades) 1-2 tilka aniliinreaktivi« Soojendage ettevaatli-
kult keemiseni (pidevalt segades) ning keetke pool minutit«
Vitamiin D olemasolu tdestab kollase emulsiooni muutumine ro-
heliseks ja siis punaseks. Reaktsioon on mittespetsiifiline«
2« Reaktsioon broomiga« Votke kuiva katseklaasi 2-3 tilka
kalamaksadli ja 2-4"tilka broomilahust kloroformis« Vita-
miin D manulusel tekib rohekassinine varvus« Reaktsioon on
mittespetsiifiline*
Vitamiin E

Reaktsioon raud (111> kloriidigac Votke kuiva katse-
klaasi 4-5 tilka 0,136-list oc-tokoferooli alkohollahust, li-
sage 0,5 ml 1%-list raudkloriidilahnst ning segage hoolikalt.
Vitamiin E olemasolu toestab ihtensivne punane varvus, mil-
le annab of-tokoferooli oksudeerimisel raudkloriidiga tekki-
nud tokoferuulkinoon« Reaktsioon on spetsiifiline ja teda
gaab kasutada ka vitamiin E kvantitatiivseks maaramiseks«
Vitamiin K

Reaktri&oon maloonhappe dietuuleetriga* Votke kuiva kat-

seklaasi umbes 2,5 ml uuritavat lahust ning lisage 0*5 il
1%-liaft maloonhappe dietuuleetri alkohollahust ja 0,1 ml 1%

list NaOH-lahust« Vitamiin K olemasolu tdestab punakasviolsfc-
ne varvus. Reaktsioon on mittespetsiifiline«

Vitamiin

1« Reaktsioon diasoreaktiiviga leeliselises keskkonnas. Vot-



ke katseklaasi vordsetes kogustes (0*5 ml) diasoreaktiivi |
(1%-line sulfanuulhape) ja 11 (5%-line N&HO02) ning asetage
vedeliku pinnale klaaspulgakese abil moni kristall tiamuni*
Hoides katseklaasi kaldu, kihitage ettevaatlikult lahuse pinr
nale 5-7 tilka 10%-list NaHCO™-lahust. Kahe lahuse purp in-
nal tekib oranzi varvusega ring* Reaktsioon on mittespetsi-
fliine.

2. Tlamiini oksiUdeerumine kaaliumferritaaanlidlga tiokroo-
miks. Votke katseklaasi 1 tilk 5%-list tiamiinilahust, 5-10
tilka 10%-list NaOH-lahust, 1-2 tilka 5%-list K"Fe(CN)"N-la-
hust ja loksutage segu. Lulitades sisse fluoroskoobi, soojen-
dades teda 10 min» ja suunates selle lahusele, ilmneb sinine
fluorestsents, mille annab ultraviolettkiirte toimel tiamii-
nist tekkinud tiokroom. Reaktsiooni saab kasutada ka tiami-
ni kvantitatiivseks maaramiseks.

Vitamiin Bg

Riboflaviini redutseerumine leukoflaviinika* Votke
katseklaasi 8-10 tilka vitamiin B2 0,025%-1ist lahust, 5 til-
ka konts. HCI ja lisage vaike tukike metalset tsinki. Kolla-
ne riboflaviini lahus redutseerub Ule punase rodoflaviini
varvusetuka leukoflaviiniks. Taandumine toimub HCI-ist Zn
toimel eraldunud vesiniku arvel.

Vitamiin PP

Reaktsioon vaskatsetaadiga* Votke katseklaasi 20 tilka
eelnevalt hasti loksutatud 3%-list vitamiin PP lahust, lisa*
ge 0,8 ml 10%-list CHMCOOH ja kuumutage segu keemiseni. Kee-
vale lahusele lisage 0,8 ml 5%-list vaskatsetaati ning jahu-
tage segu kraanivee joa all. Efedeneb sinise varvusega halvas-
ti lahustuv nikotiinhappe vasesool. Reaktsioon leiab kasuta-
mist ka vitamiin PP kvantitatiivseks maaramiseks*

Vitamiin B?

Reaktsioon PeCly-sa» Vetke katseklaasi 5 tilka 1%-list
vitamiin Bg lahust, 5 tilka 1%-list PeCl™-lahust ning sega-
ge hoolikalt. Tekib punase varvusega raudfenolaadi tuupi
Uhend. Reaktsioon on mittespetsiifiline.

Vitamin B12

Reaktsioon tiokarbamiidiga. Kandke vaikesele soolava-
bale filtrile 2-3 tilka 10%-list tiokarbamiidilahust, kuiva—

149



tage see gaasipOleti leegil vorkrestil, lisage 1-2 tilka vi*
tamiin B2 mineralisaati* ja kuumutage filtrit uuesti# Filt-
rile (enamasti selle servadele) tekib roheline varvus, mille
annab koobalti ioonide ja tiokarbamiidi reageerimisel tekki-
nud koobaltrodaniid. Reaktsiopn on spetsiifiline ning teda
saab kasutada ka vitamiin B"2 kvantitatiivseks maaramiseks.

Too nr. 18. Vitamiinide kvantitatiivne maaramine

MOningaid tdds nr. 17 toodud reaktsioone saab kasutada
ka vastava vitamiini hulga leidmiseks bioloogilises materja-
lis voi lahuses, maarates fluorestsentsi vdi varvuse inten-
siivsust. Antud tdds toome kvantitatiivse maaramise naidete-
na vitamiinide P ja C maaramiée.

1. Vitamiin P (rutiini) kvantitatiivne maaramine perTankano-
meetria abil tees

Meetod baseerub KMnO”™ v6imel oksldeerida rutiini. Indi-
kaatorina kasutatakse indigokarmiini, mis astub reaktsiooni
KMnOMN-ga peale kogu rutiini oksudeerimist. Eksperimentaalselt
on kindlaks tehtud, et 1 ml 0,1 N KMnO~ oksudeerib 6,4 Lg
rutiini.
Téo kaik

Lisage 100-le mg teele 50 ml kuuma dest. vett jaekstra-
heerige 5 minutit. Viige 10 ml ekstrakti kolbi, lisage 10 ml
dest. vett ja 5 tilka indigokarmiini (tekib sinine varvds)
ning tiitrige (mikroburetist) 0,05 N KMnO™-lahusega pusiva
kollase varvuse tekkeni. Arvutage rutiini sisaldus tees jarg-

mise valemi abil 5,2. A* YA _ 100

Vitamiin P sisaldus () & ---————---—————- , kus
V2 _ P« 1000
3,2 - standardkoefitsient;
A - tiitrimiseks kulunud 0,05 N KMnO™ hulk, ml;
% - ekstraheerimiseks lisatud vedeliku hulk, ml;
V2 - tiitrimiseks vdetud lahuse hulk, ml;
P - uuritava aine kaalutis, mg;
100 - aine Uldhulk protsentuaalse sisalduse arvutamiseks;
1000 - mikrogrammide teisendamine milligrammideks.

* Mineralisaadi saamiseks valatakse Uks ampull vitamiin B/]2
katseklaasi, lisatakse 3-5 tilka konts. H2SO™ ja pOletatak-

se varvusetuks muutumiseni ning lisatakse (ettevaatlikulti)
1 ml H20.
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2. Vitamiin C kvantitatiivne maaramine

Vitamiin C maaramine pdhineb tema taandaval toimel 2,6»
dikloorfenoolindofenoolisse. Viimane (omab neutraalses ja
aluselises keskkonnas sinist varvust, happelises keskkonnas
punast varvust) redutseerub seejuures varvituks leukouhen-
diks, askorbiinhape oksiudeerub dehudroaskorbiinhappks. Bt
valtida vitamiin C lagunemist uuritavas lahuses, tiitritakse
teda happelises keskkonnas 2,6-dikloorfenoolindofenooliga
roosa varvuse tekkeni.

askorbiinhape dehtidroaskorbi inhape
2,6-dikloorfenoolindofenool taandatud leukovorm
(oksudeeritud, sinine) (happelises keskkonnas roosa)

a) Vitamiin C maaramine mitmesugustes taimsetes produktides
Too kaik

Kaaluge 5 g uuritavat ainet ja hddruge ta portselanuhm-
ris vahese klaasipuru ja 20 tilga 10%-lise HCl-ga uhtlaseks
homogenaadiks, lisades portsjonite kaupa 15 ml dest. vett.
Valage saadud mass 100ml-eesse mdotkolbi, loputage uhmer va-
hese hulga dest. veega ja lisage see samuti mootkolbi. Tait-
ke kolb dest. veega margini, mddtke.20 ml segu kolbi ja tiit-
rige 0,001 N 2,6-dikloorfenoolindofenooli lahusega roosa var-
vuseni (peab pusima 30 sek.). Korrake tiitrimist teise 20 ml-
lise ekstrakti hulgaga ja arvutage vitamiin C sisaldus og-des
100 g uuritava produkti kohta jargmise valemi abils

vitamiin C sisaldus (mg-des 0,088 »A.B. 100
100 g produkti kohta) CeD
kus 0,088 - vitamiin C hulk, mis vastab 1 ml 0,001 N 2,6-
dikloorfenoolindofenoolile;

A - tiitrimisel kulunud 2,6-dikloorfenoolindofenoo-
i hulk, ml;
B - ekstrakti uldhulk, ml;
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C - tiitrimiseks vbetud ekstrakti hulk, ml;
D - analuisiks vdetud produkti kogus, g;
100 - Uleminek 100 g-le produktile*

b) Vitamiin C maaramine uriinis

Vitamiin C hulk uriinis pdegeldab tema varude olemasolu
organismis, kuna eksisteerib korrelatsioon vitamiin C sisal-
duse vahel veres ja tema hulga vahel, mis eritub uriiniga.
Kui tervetele inimestele manustada per os 100 mg vitamiini C,
tbuseb tema hulk kiiresti veres ja uriinis. Kuid vitamiin C
hipovitamlnoosi puhul ei vii per os manustamine alati vita-
miin C hulga tousule uriinis, sest sel puhul liigne vitamii-
ni hulk peetub organismis. Lastel vaheneb vitamiin C hulk
uriinis skorbuudi ning akuutsete ja krooniliste nakkushaigus-
te korral. Vitamiin C kogus terve inimese uriinis on 113,55
170,33 /{mooli oopaeva kohta.
Too kaik

M66tke kolbi 10 ml uriini, 10 ml dest. vett, segage nad
hoolikalt labi ning lisage 20 tilka 10%-list HCI-lahust.
Tutrige 0,001 N 2,6-dikloorfenoolindofenooliga roosa
varvuseni ning arvutage vitamiin C sisaldus jargmise va-
lemi abil:

Vitamiin C hulk (mg Gopaevas) * O1D88C»A o ~  kus

A — tiitrimiseks kulunud 0,001 N 2,6HUkloorfenoolindofenoo—
1i hulk, ml;

B - oopaevane uriini kogus, ml (meestel - 1500 ml, naistel —
1200 ml);

C - tiitrimiseks vSetud uriini kogus, ml.

Kontrollkiusimused laboratoorse too kohta

1. Selgitage (luhidalt) juhendis toodud vastavate vita-
miinide maaramismeetodit.

2. Milliseid meetodeid saab kasutada (ja kuidas) antud vita-
miini maaramisel?

3* Kirjutada askorbiinhappe reaktsioon 2,6-«ukloorfenool-
indofenooliga.

4. Kasutades vastavat kirjandust, koostage tabel vitamiin C
sisalduse kohta pohilistes puu- ja kodgiviljades (6un,
ploom, kapsas, kartul, kaalikas, porgand jt.).
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yoo nr. 19« Heemi kvalitatiivne maaramine

Heem koensuumina kuulub tputokroomide, peroksudaaside
Ja katalaasi koostisse. Vere hemoglobiin ja tema derivaa-
did iiaituvad pseudoperoksidaasina (erinevalt tdelisest perok*-
stidaaSist ei kaota ensumaatilisi omadusi peale keetmist), ok-
iudeerides manulusel guajakivaigus sisalduvaid polSfe-
noole, millel pdhinebki antud reaktsioon«
T80 kaik

Votke kahte katseklaasi umbes 4 ml lahjendatud verd (la-
hus on vaga ndrga punaka varvusega) ning keetke uhte katse-
klaasi 1-2 minutit. Peale jahutamist lisage molemasse klaa-
si umbes 1 ml guajakivaigulahust ja méni tilk H202« Mis te-
kib? Et reaktsioon on vaga tundlik (vBimaldab verd avastada
lahjenduses kuni 1:10 000), kasutatakse teda kliinilises
praktikas vere vaikeste hulkade avastamiseks maomahlas, urii-
nis, fekaalides. Reaktsiooni kasutatakse ka kohtumeditsiinis«
Kontrollkusimused laboratoorse td6 kohta
1. Tooge koigi meetodite pdhimdte, millega saab maarata:

a) proateetilisi ruhmi kui kofaktoreid, b) koensuume«

Tod nr. 20. Aminohappelise, peptiidse .,la valgulise loomu-
sega hormoonide maaramine

1. Insuliini maaramine. Insullin annédb valkudele iseloomu-

likke varvusreaktsioone (nait« biureedireaktsioon)«

TGO kaik

Votke katseklaasi 0,5 ml insuliinilahust ning lisage 5 tilka

10%-list NaOH-lahust ja 1 tilk 1%-list CuSO™-lahust« Insu-

liini olemasolu tdestab sinak”svioletne varvus.

2* Adrenaliini maaramine. Purokatehhiinrdngast sisaldavad

hormoonid (adrenaliin, fioradrenaliin) annavad raudkloriidi-

ga rohelise varvusega kompleksi«

TS kaik

Votke katseklaasi 8-10 tilka adrenaliinllahust ja lisage

1 tilk 1%-list FeClj-lahust. Adrenaliini olemasolu tdestab

roheline varvus, mis 3 tilga 10%-lise NaOH-lahuse lisamisel

muutub kirsipunaseks.

3» Turokslini (T,J) maaramine. Kilpnaarme koest valmistatud

hormoonpreparaadi tureoidiini hudroluusil tekib KI, millest

K10” toimel eraldub vaba jood. Viimast tdestatakse happeli-

ses keskkonnas tarkliselahuse abil.
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Too kaik

gbdruge 5 tabletti tureoidiini uhmris peeneks pulbriks, kand-
ke see pulber katseklaasi, lispge 5 ml 10%-list NaHCO™, 5 unl
dest. vett ja keetke vesivannil 15 minutit. Lisage 1 ml-le
-hudrolusaadile (tilkhaaval) 10%-list HgSO”™-lahust (happelise
reaktsioonini), siis lisage 3 tilka 1%-list tarkliselahust
ning 0,5 ml 2%-list KIOM-lahust (viimast mitte liias lisada0*
Tekib sinine varvus.

Too nr. 21. Steroidhormoonide maaramine

1. Sstrooni maaramine. Ostrooni fenoolhe grupp annab leeli-
selises keskkonnas Folini reaktiiviga sinise varvus.

TO O kaik

Votke katseklaasi 2 tilka Ostroonilahust ja 1 tilk 30%-list
NaOH-lahust ning lisage 1 tilk Folini reaktiivi, ostrooni
olemasolu tdestab sinine varvus.

2. 17-oksosteroidide kvalitatiivne _j kvantitatiivne maara-
mine uriinis. 17-oksosteroldid on neerupealiste kooroliuse
hormoonide (hudrokortisoon, kortisoon) ning osaliselt ka su-
guhormoonide (androsteroon, Ostroon) metabolismi 18pp-produk-
tid, mis valjutatakse uriiniga. 17-oksosteroidid annavad m-
dinitrobenseeniga (aluselises keskkonnas) roosakasvioletse
kondensatsiooniprodukti, mis omab neeldumismaksimumi 530 nm
jJuures. Sellel rajanebki nende maaramine.

a) Kvalitatiivne maaramine*

T6O0 kaik

Votke kuiva katseklaasi 10 tilka uriini ning lisage kuiva
pipetiga 15 tilka 2%-list m-dinitrobenseeni piirituslahust.
Segage segu hoolikalt labi ning lisage 3 tilka 30%-list

NaOH-lahust kuni tekib (kulub kuni 2 minutit) roosakasvio-
letne varvus.

Kontrollkusimused laboratoorse too kohta
1. Loetlege kdik varvusreaktsioonid» mida saab kasutade val-

guliste hormoonide tdestamiseks.
2. Millel baseerub adrenaliini, noradrenaliini maaramine?

e Zimmermanni reaktsioon
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Tod nr. 22« Maomahla patoloogiliste komponentide identifit-
seerimine

Maomahla patoloogiliste komponentide hulka kuuluvad
piimhape, nn* lenduvad rasvhapped (vOihape, aadikhape),vere-
pigmendid jt*
Too kaik
a) Piimhappe toestamine* Votke 5 tilka patoloogilist mao-
mahla ja lisage tilkhaaval Uffelmanni reaktiivi (20 tilka
1%-list fenoolilahust + 2 tilka 1%-list FeCl”-lahust) kuni
kol lakasrohelise varvuse (Fe-laktaadi) tekkeni*
b) Vere tbestamine. Lisage 5 tilgale 1%-lisele bensidiini-
lahusel? 5 tilka 3%-list H202-lahust ja 5 tilka patoloogilist
maQmahla. Vere olemasolu tdestab sinise varvuse (oksudeeri-
tud bensidiin) teke*
Maaramiste kliinilis-~iagnostiline tahtsus* Maovahi puhul
ilmuvad maomahla piimhape, voOihape ja aadikhape mikroorga-
nismide poolt teostatavates kaarimisprotsessides* Verepig-
mendid ilmuvad maomahla maoseinte haavanditest.

Too nr» 2?« Pepsiini kvantitatiivne maaramine maomahlas
Meetodi aluseks on pepsiini vOime kalgendada piima ka-
seiini* Seejuures toimub piima-atsetaadi segu kalgendumine
pH 4,9 juures (25°C) tapses vastavuses pepsiini valke seedi-
va vOimega* Pepsiini Uhikuks loetakse tema hulka, mis nime-
tatud tingimustes kalgendab 5 ml piima-atsetaadi segu 60 sek
jooksul (see tinglik uUhik vastab 0,010 mg kristalsele pepsii-
nile)* Inimese maombhla normaalne pepsiinisisaldus 1 ml-s on
40-60 pepsiini Uhikut*
TOO kaik
Votke esimesse katseklaasi 5 ml piima-atsetaadi segu ja tei-
se katseklaasi pdh.la 0,1 ml maomahla ning asetage mdlemad
katseklaasid 5 min. vesivanni (25°C). Seejarel valage Kkiires-
ti esimese katseklaasi sisu teise katseklaasi (kaivitades sa-
maaegselt stopperi) ning loksutage katseklaasi* Hoidke katse-
klaasi veevannis kaldu ning fikseerige stopperil aeg (sekun-
dites) , millal katseklaasi seintele ilmusid esimesed kaseii—
nihelbed. Leidke pepsiini hulk 1 ml-s maomahlas jargmise va-
lemi abils
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X - pepsiini hulk 1 ml maomahlas (uhikutca),
a - aeg, mis kulus segu kalgendamiseks (sek),
0,01 - duleminek Uhele ml-le.
Korrutades saadud tulemuse 0,010-ga saame 1 ml maomahlas lei-
duva kristalse pepsiini hulga mg-dese
Maaramise klilnills-dlagnostiline téhtsus» Pepsiini hulga
oluline tous maomahlas peegeldab mao hatVandtébe«
Kontrollkusimused laboratoorse t66 kohta
1# Kuidas toestada piimhappe ja vere olemasolu maomahlas?
2# Milles seisneb maomahla uuringute kliinilis-diagnostiline
tahtsus?

To66 nr. 24. Aldehiaiddl dehidrogenaasi tdestamine piinas

Dehudrogenaasid kataliiUsivad vesinikuaatomite eraldamast
S-I1t ja nende ulekandmist H-aktseptoritele. Katsetin-
gimustes vOib aktseptorina kasutada varvaineid, mis redutsee-
rumisel vaiastuvad (nait. metileenslnine). Antud t60s uuritak-
se ksantiini oksidaasi, mille toimel hipoksantiin oksideerub
ksantiiniks ja edasi kusihappeks. Et antud E tootab ka alde-
hitudide oksideerijana, nimetatakse teda ka aldehiidi dehid-
rogenaasiks» Nimetatud ensiimi leidub loomorganismis, taime-
des ja ka piimas#
T6O kaik
Votke 2 katseklaasi 2 ml véarsket piima, 3-dasse katseklaasi
aga 2 ml keedetud ja jajiutatud piima» Lisage 1l-messe ja Ja
dasse katseklaasi 2 tilka formaldehiiidi ja metiileensinise
segu, 2-se katseklaasi aga 2 tilka metileensiniselahust. An-
aeroobsete tingimuste loomiseks tilgutage igasse katseklaasi
6 tilka vaseliindli ning asetage katseklaasid 20 min. termos-
taati (37°C). Selgitage katse tulemusil

Reaktsiooni kemism:

H— C- HOH
HC1
CH,
metqlqensinine leukometuleens inine
(sinine) (varvusetu)
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Oksudaaside toime uurimine
Okslidaasid kataluusivad S oksudeerimist molekulaarse
hapniku (redutseerivate elementide aktseptor) abil.
a) Oksudaaside tolme _jalgimine turosiinil* Kuna kartulis

leidub fenooloksudaaside hulka kuuluv turosinaas* (katalui-
sib monofenoolide, nait» Tyr, ja polufenoolide okSudeerumisbX
siis tod6 labiviimiseks tuleb valmistada kartuliekstrakt*
Léigake 5 g kooritud kartulit vaikesteks tukkideks, hddruge
tiukid uhmris klaasipuruga peeneks, lisage 20 ml vett ning
Ffiltrige segu labi (Ffiltraati kasutage ekstraktina selles ja
jargmises toos)«

M6otke katseklaasi 2 ml tiurosiinilahust, lisage 2 ml
kartuliekstrakti, loksutage ja asetage katseklaas termostaa-
ti. Jalgige varvuse muutumist, loksutades aeg-ajalt katse-
klaasi sisu paremaks kokkupuutumiseks hapnikuga.

Tyr okslUdeerimise reaktsioon:

Tyr turosinaas DOPA
1/2 02

—-—— melaniidid
(B»~dihiidroksiim (pigmendid)
fendulalaniin)

b) Oksudaaside toime _jalgimine .gua.iakivaigul* Mootke 3 kat-
seklaasi 3 ml kartuliekstraktio Keetke teises katseklaasis
olevat ekstrakti (1 min.) ja lisage kolmandasse katseklaasi
8 tilka NaCN-lahust. Jargnevalt lisage igasse katseklaasi
0,5 ml guajakivaigu (sisaldab polufenoole) alkohoolset la-
hust. Selgitage katse tulemusi.

c) Kvalitatiivne reaktsioon tsutokroomoksidaasile (o.yt a +
+a*)o cyta+a™ on ensuumkompleks, mis sisaldab hemiinset
rauda, vaseioone ning mis annab é vahetult Ule Bhuhapnikule.
Cyta+a” oksudeerib hapniku juuresolekul peale cyt c ka md-
ningaid teisi Uhendeid (nait. dimetutlparafenileendlamll-
ni** ja o(-naftooli). Cyta+a” inaktiveerub tsuaniidide toi-
mel .

TobO kaik

Votke 5 g rasvast vabastatud skeletilihaskude, peenestage
see kaaridega ning hédruge uhmris 4-kordse mahu kilma dest*

= turosinaasi leidub ka loomorganismis, kus tema toimel
tekivad Tyr metabolismis naha- ja juustepigmendid

** N,N-dimetuidlbenseendiamiin
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veega peeneks, Filtrige lihaspasta labi 2-kordLse marli ning
peske kulma dest. veega,kuni pesuvesi enam ei varvu (pasta
ise muutub ka praktiliselt varvusetuks), Kuivatage saadud
pasta filterpaberiga. Pasta sisaldab cyta+a”*, cyt-de komp-
leksi ja mdningaid dehudrogenaase, elimineeritud on redutsee-
rivad ained ning veeslahustuvad B-d, Jagage pasta vordselt
kahele filterpaberile, viige uks portsjon katseklaasi, lisa-
ge 1 ml dest, vett, keetke 1 min, jahutage, valage vedelik
ara ning kandke pasta uuesti filterpaberile. Lisage jargne-
valt nii keetmata kui keedetud pastale 3 tilka varskeltval-
mistatud segu (koosneb vérdsetest osadest 1%-lisest dimetuul-
parafenuleendiamiini lahusest, 1%-lisest cC-naftooli alko-
hoolsest lahusest ja 1,5%-lisest Na-karbonaadi lahusest).
MBne minuti jooksul varvub keetmata pasta siniseks, kuna te-
kib oC-naftooli ja dimetuulparafenuleendiamiini oksitdeerimi-
se ja kondensatsiooni produkt (indofenoolne sinine). Selgi-
tage tulemusil

Reaktsiodni kemismt

+ 2 Hgo

N,N-dimgtuul-

parafenuleendiamiin

d) C.yt c redutseerimine. Cyt o osaleb hingamisahelas B
transpordis. Seejuures®taandub hemiinne raud kahevalentseks.
Cyt c organismivaline redutseerumine vajab konts. HCI ja me-
tallilise tsingi manulust,

1 o6 kaik

Votke Uhte katseklaasi pisut cyt c lahust ning teise katse-
klaasi pisut konts. HC1l. Lisage teise katseklaasi tukike me-
tallilist tsinki, sulgege katseklaas korgiga, mida labib
gaasijuhtetoru ning juhtige tekkiv vesinik katseklaasis ole-
vasse cyt c¢ lahusesse (punane lahus muutub heledamaks). Kui

* on tugevalt seotud rakustruktuuridega
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jatta cyt c lahas seisma, omandab see jalle esialgse varvuse.
Selgitage asetleidvaid néhtusil

TOO nr. 26. Peroksiidaaside .ia katalaasi toime uurimine

Perokslidaasid ja katalaasid on hemiinsed E-d, mis osale-
vad oksudatsiooniprotsessides tekkiva HgOg kahjutustamises
(muudaVad H202 veeks ja hapnikuks). Selles protsessis toimub
E molekulis oleva raua oksiudeerumine ja redutseerumine. Per-
oksldaasid kataluusivad mdnede fenoolide, polufenoolide ning
aromaatsete amiinide okslUdeerumist peroksiidide (nait. H202)
hapniku arvel. Peroksudaasid on laialdasemalt levinud taime-
des, neid leidub ka loomorganismis. Katalaasi on leitud loom-
organismides kdigis kudedes ja ka biovedelikes. Eriti rohkes-
ti on teda erutrotsultide stroomas ja maksas,

a) Peroksiudaaside toime piurogalloolile (t66 labiviimiseks
valmistatakse madardikaekstrakt). HOOruge 3 g peeneksldiga-
tud madardigast uhmris klaasipuruga peeneks, lisage 15 ml
dest. vett, segage ja jatke 30 min. seisma. Filtrige saadud
segu ning kasutage filtraati kui peroksudaase sisaldavat
ekstrakti.

Too kaik

Votke nelja katseklaasi 3 ml varskeltvalmistatud 1%-list pi-
rogalloolilahust. Lisage esimesse katseklaasi 1 ml 3%-list
H2@2 *a ~ H2°* ~eise katseklaasi 1 ml 3%-list H202

ja 1 ml madardikaekstrakti, kolmandasse katseklaasi 1 ml 3%-
list HgOg ja 1 ml keedetud médardikaekstrakti ning neljandas-
se katseklaasi 1 ml H20 ning 1 ml madardikaekstrakti. Selgi-
tage tulemusil

purogallool purpurogalliin
(punane, raskesti lahustuv)
b) Vere katalaasi inhibeerimine. Votke kahte katseklaasi um-
bes 3 ml lahjendatud (1:30) verd, lisage esimesse paar tilka
0,1 M NaCN-lahust ning segage segi. Jargnevalt lisage mole-
masse katseklaasi 2-3 ml 3%-list H202. Selgitage tulemusil
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