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1. Vajalikud eelteadmised

2018. aasta Preparatory Problems, mis on biokeemiaga seotud: 3, 9, 21 (glikoos), 26 (alapunktid 9,
10), 27, 28.

Lugege iseseisvalt online-Gppematerjale kursusest Elu keemia (
https://moodle.hitsa.ee/course/view.php?id=7358 ). Tapsemad juhised on antud allpool:

e Sisivesikute ehitus ja keemilised omadused: Peatiikk 2.1
o Olulised marksdnad: D- ja L-sahhariidid, aldoos, ketoos, pentoos, heksoos, Fischeri
projektsioon, Haworthi projektsioon, tool-konformatsioon, anomeer,
kiraalsustsenter, poolatsetaal, atsetaal, O-gliikosiidside, suhkrute oksideerumine
o Valkude ehitus: Peatiikk 2.2
o Olulised marksénad: looduslikud aminohapped (struktuuri ja keemiliste omaduste
kokkuviimine), zwitterioon, peptiidside ja cis-/trans-isomeeria selle suhtes, valgu N-
ja C-terminaal, mittekovalentsed vastasmdjud aminohappejadkide kilgahelate
vahel, disulfiidsillad, valkude kérgemat jarku struktuurid (levinumad liigid; kuidas on
seotud aminohappelise jarjestuse koostis, sekundaarstruktuur ja valgu funktsioon
organismis?)
e Nukleiinhapete ehitus: Peatikk 2.3 (osad 2.3.1-2.3.4)
o Olulised marksénad: purimidiin, puriin, nukleotiidid DNA ja RNA koostises,

fosfodiesterside,  nukleiinhappe 5- ja  3’-terminaal, DNA ja RNA
sekundaarstruktuurid, komplementaarsus ja vesiniksidemed, RNA erinevad liigid
(mRNA, tRNA, rRNA)
e DNA paljundamine ning geenide avaldumise p&himd&te ja biokeemia: Peatiikk 2.3 (osad
2.3.5-2.3.6)
o Olulised marksonad: replikatsioon, transkriptsioon, translatsioon (lahtemolekulid ja
produktid, kust saadakse vajalik energia)

e Enslilimi moiste, enslilimide klassifikatsioon: Peatiikk 3 (osad 3.1-3.3)

o Olulised marksonad: katallisaator, substraat, produkt, muundearv, selektiivsus,
oksidoreduktaasid, hiidrolaasid (sh proteaasid), transferaasid (sh poliimeraasid)
e Oksidoreduktaasid ja nende koenslimid: Peatiikk 3 (osa 3.3)
o Olulised marksénad: NADH, NADPH, FADH,, hiidriidi Glekanne
e Kuidas enstumid reaktsioone katallitisivad? (p6himote, mitte konkreetsed naited): Peatlikk

3 (osad 3.4-3.5)

o Olulised marksonad: kataliidtiline tasku, reaktsiooni kiirus, pH, temperatuur,

Michaelis-Menteni vorrand, inhibiitor
e Rakuhingamine, ATP siintees organismis Peatiikk 4 (osad 4.1 ja 4.3)

o Olulised marksonad: metabolism, anabolism, katabolism, aeroobne, anaeroobne,
glikollis ja tsitraaditsiikkel ning oksudatiivne fosforiileerimine (pohimote,
summaarne vorrand)


https://moodle.hitsa.ee/course/view.php?id=7358

2. Lisamaterjalid

2.1. Vere koostises esinevad puhvid

Inimese vere pH vaartus on vahemikus 7,35-7,45 ning on reguleeritav mitme puhversiisteemi poolt,
sest pH kdikumine on organismile kahjulik (pH langemine alla 6,8 v4i pH tGusmine lle 8,0 on
surmav).

2.1.1. Karbonaatpuhver

Pohiliseks puhvriks veres on nn karbonaatpuhver. Karbonaatpuhvri komponentideks on CO,, H,COs
ja HCOs; veres lahustunud sisihappegaas (hingamise produkt) on tasakaalus silisihappega ning
stsihappe poorduval dissotsiatsioonil tekib vesinikkarbonaat (vt Skeem 1):

Kl KZ
CO,(1) + H,0(v) = H,CO3(D) = H* + HCO3™ gppem 1

Plldame avaldada Skeem 1 kasutades prootonite tasakaalulise kontsentratsiooni (Valem 1):

[H*]-[HCO3] o o
ZZW = K,; (kus Ka1 on stiisihappe 1. dissotsiatsioonikonstant)
2 3

K, = L1208l millest [H2COs] = K; - [CO3]
1= [COZ] , 2L03] = K¢ 2

Ka1'[H2COs5] _ Ka1K1°[CO2]

(] = [HCO3]  [HCO3]

Jarelikult, pH avaldub kui:

[CO2] CbK—1 [CO.]

pH = -log[H*] = -log(K,;'K;) — log( [HCO, ]) = pK — log( [HCO; ])

Valem 1,

kus pK = -log(K) = -log(K,;'K;)

Seega madravad vere pH vaartuse tasakaaluliste konstantide K; ja K; korrutis (mis on pisival
temperatuuril konstantne; pK vaartus on 37 °C juures ligikaudu 6,1) ning veres lahustunud CO; ja
HCOs™ suhe. Viimane tegur on muutuv ning selle regulatsioonis osalevad muuhulgas kopsud (CO»
eemaldamine ringest, pH touseb) ning neerud (HCOs” eemaldamine ringest ammooniumsoolana, pH
langeb).

Rakuhingamise tulemusena tekkinud ringes olevast siisihapegaasist transporditakse 75-80%
lahustunud CO»-na ning vesinikkarbonaadina vereplasmas (vere ‘vedel’ osa, mis ei sisalda vererakke)
ning 20-25% punaverelibledes seotuna hemoglobiiniga. Hemoglobiin on veel Gheks siisteemiks, mis
tagab vere pH vaartuse stabiilsuse; hemoglobiini kasitletakse kirjanduses nii eraldiseisva puhvrina kui
karbonaatpuhvrit mdjutava tegurina.



2.1.2. Hemoglobiin

Enamasti tuntakse hemoglobiini kui valku, mis vastutab organismis hapniku transpordi eest. Hapniku
Glekanne kopsudest kudedesse on tBepoolest Uks olulisemaid hemoglobiini funktsioone. Hapnik
seostub hemoglobiini alatihiku molekulis sisalduvale riihmale (heemile), mis on sisuliselt
kompleksiihend. Heem koosneb tsentraalsest raua-ioonist ning seda (mbritsevast orgaanilisest
poliidentaatsest ligandist (porfiriin). Raua liheks ligandiks on ka hemoglobiini koostisse kuuluv
histidiinijaadk. Heemi raudioon, mis ei ole hapnikuga seotud, omab oksilidatsiooniastet +2 ning
paikneb heemi tasandist veidi allpool (Joonis 1). Hapniku seostamisel omandab heemi raud
okslidatsiooniastet +3 ning tdmmatakse heemi tsiikli tasandisse.

R

Joonis 1. Heemi struktuur ilma hapnikuta (vasakul) ja hapniku seostumisel (paremal). Joonise allikas:
https://en.wikipedia.org/wiki/Heme#/media/File:Mboxygenation.png

Hemoglobiin on tertsiaarse struktuuriga valk, mis koosneb kokku 4 alaihikust. Hapniku seostumisega
kaasnev heemi ruumilise struktuuri muutus kandub alailhiku-siseselt edasi kovalentsete sidemete
paigutuse ja mitte-kovalentsete vastasmojude kaudu (vt animatsioon:
https://en.wikipedia.org/wiki/Hemoglobin#f/media/File:Hemoglobin t-r state ani.gif). Info (he

alathiku ruumilise struktuuri muutuse kohta levib teiste alathikuteni, mille tulemusena muutub
hapnikuga mitteseotud alaiihikute ’eelhdalestatus’. Kui kaks alatihikut neljast on hapnikku sidunud,
kulgeb hapniku seostumine (lejddnud alalhikutele kiiremini; seda ndhtust nimetatakse
kooperatiivsuseks.

Dinaamilise tasakaalu kohaselt oleneb hapnikuga seostunud hemoglobiini osakaal (% kogu
hemoglobiinist) ka hapniku kontsentratsioonist (gaasilise hapniku puhul saame raakida ka
osardhust). Kopsudes on veri hapnikurikas, seepédrast saab hapnikuga seostuda suur protsent
hemoglobiinist. Kudedes on hapniku kontsentratsioon vadike, seega saab hapnikuga olla seotud vaike
protsent hemoglobiinist. Seega funktsioneeribki hemoglobiin transportvalguna, transportides
hapnikku kopsudest kudedesse, kus suurem osa hapnikust dissotsieerub hemoglobiini kiiljest (Joonis
2).

Hapniku dissotsiatsioonile kudedes aitab kaasa ka rakuhingamise tulemusena tekkinud CO,. CO,
reageerimisel veega tekib slisihape, mistottu pH tase on naiteks lihaste laheduses paiknevates
veresoontes veidi madalam kui kopsude laheduses paiknevates veresoontes. Kuna hemoglobiini
(nagu ka suurema osa teiste) valkude koostises leidub aminohappejaake, mille kiilgahelates on
aluselised voi happelised funktsionaalrihmad (vt osa 2.2. allpool), siis toimub madalama pH juures
nende riihmade protoneerumine. Sel viisil seob hemoglobiin osa prootonitest enda kiilge,
normaliseerides pH-d. Aminohappejaakide kilgrihmade protoneerumise tulemusena muutuvad aga


https://en.wikipedia.org/wiki/Heme#/media/File:Mboxygenation.png
https://en.wikipedia.org/wiki/Hemoglobin#/media/File:Hemoglobin_t-r_state_ani.gif

hemoglobiini molekulis laeng-laeng vastasmdjud ja vesiniksidemete esinemine kilgahelate vahel,
mis md&jutab hemoglobiini ruumilist struktuuri ning seeldbi vahendab ka hapnikuga seondumise
vOimet (Joonis 2). CO; saab seostuda ka ise hemoglobiini primaarsete aminoriihmade kilge (N-
terminaal ja valgumolekulis sisalduvate lisiinijadkide kilgriihmad). Ka CO, seostumine vahendab
hemoglobiini afiinsust hapniku suhtes.
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Joonis 2. Hapniku seostumine hemoglobiiniga oleneb hapniku osar&hust (sinine kver). Temperatuuri langemine ja pH tdus
teevad seostumise efektiivsemaks (roheline kdver), seevastu temperatuuri tdus ja pH langemine teevad seostumise vahem
efektiivseks (punane kdver). Pildi allikas: https://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen%E2%80%93hemoglobin dissociation curve

Moélemad mainitud efektidest (pH ja CO; toime hemoglobiinile) on pédrduvad. Kopsudes toimub CO,
dissotsiatsioon hemoglobiini kiljest (kuna CO; kontsentratsioon on madal) ning hapniku seostumine
hemoglobiinile (kuna O; kontsentratsioon on kérge). Hapniku seostumisel ’likatakse’ hemoglobiin
ruumilisse olekusse, kus vastasm&jud mitte-protoneeritud aminohappejdikide vahel on
energeetiliselt tulusamad. Sel viisil nihutab hapniku seostumine hemoglobiinile tasakaalu valgu
deprotoneerumise suunas. Vabanevate prootonite t6ttu on voimalik hoida pH vaartus kudedes ja
kopsudes ldhedaste vaartuste juures.

Sarnaselt hemoglobiiniga, vbivad olenevalt keskkonna pH vaartusest protoneeruda ja
deprotoneeruda ka muud veres sisalduvad valgud (vt osa 2.2. allpool). Hemoglobiini teeb aga
unikaalseks asjaolu, et selle pH-d Ghtlustav toime on seotud hemoglobiini voimega siduda hapnikku
ning avaldub lokaalselt just seal, kus vere pH k&ikumine vdib CO, tekke vdi ringlusest valjaviimise
tottu olla Gpris arvestatav.

2.1.3. Fosfaatpuhver

Tulles tagasi karbonaatpuhvri juurde, peame nentima, et Valemis 1 sisalduv pK vaartus on 37 °C
juures on ligikaudu 6,1, mistottu vere fisioloogiline pH (7,35-7,45) jaab ideaalsest puhverdusalast
(puhvri pK £ 1 Ghik) valja. Seevastu vesinikfosfaat/divesinikfosfaat-stisteemil pdhinev puhver sobiks
antud pH vaartuse hoidmiseks ideaalselt. Fosfaatpuhver kuulub tGepoolest veres esinevate
puhversiisteemide hulka, kuid enamasti radgitakse fosfaatpuhvri olulisusest raku tstitoplasma pH
hoidmise kontekstis.


https://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen%E2%80%93hemoglobin_dissociation_curve

Tuletame meelde, et 25 °C juures on fosforhappe pK, vaartused 2,15 (1. dissotsiatsiooniaste), 7,20
(2. dissotsiatsiooniaste) ja 12,33 (3. dissotsiatsiooniaste). Temperatuuril 37 °C on vaartused veidi
teistsugused, kuid need ei erine palju 25 °C omadest (nt pKaz vdartus on 7,16). Ehk siis:

KaZ

H,PO,” = H* +HPOZ~ o .

[H*] - [HPOF]

K., =
22 [H2PO;]
K, - [H2PO;,
[H+]: a2 [ 22_ 4—]
[HPOZ]
H = pKa; -1 (—[HZPOZ*]) Kaz +1 (—[HPO‘Z‘_]) Valem 2
= a2 - 10 = a 0
p pRaz g [HPOLZ}-] pRaz g [HZPOZ}] alem

Teeme lihtsustuse, et tasakaaluline H,POs on sama, mis anallitiline divesinikfosfaat-soola
kontsentratsioon puhvris, ning tasakaaluline HPO,* on sama, mis anallitiline vesinikfosfaat-soola
kontsentratsioon puhvris. See lihtsustus on pd&hjendatud, kuna divesinikfosfaadi edasine
dissotsieerumine on takistatud vesinikfosfaadi olemasolu poolt (tasakaal on nihutatud vastassuunas)
ning samas on vesinikfosfaadi hidroliis takistatud divesinikfosfaadi olemasolu poolt (tasakaal on
samuti nihutatud vastassuunas). Asendades pH vaartuseks 7,40 ning pKa, vaartuseks 7,16, saame:

log(m) =740—-7,16 = 0,24

[H2PO, ] ’ ’ ’

ehk monofosfaadi hulk peab vere pH vaartuse hoidmiseks olema divesinikfosfaadi hulgast 1,74 korda
suurem.
Vesinikfosfaat/divesinikfosfaat-siisteemil pdhineva puhvri puhverdusala on pH vaartuste vahemikus
5,8-8,0. Tugeva happe lisamisel slisteemi toimub reaktsioon A (vt allpool), mis nihutab tasakaalu
H.PO, tekke suunas ning seega langetab silsteemi pH taset, kuid mitte niipalju, kui puhvrit
mittesisaldava vesilahuse puhul. Tugeva aluse lisamisel siisteemi toimub seevastu reaktsioon B (vt
allpool), mis nihutab tasakaalu HPO4> tekke suunas ning seega tdstab siisteemi pH taset, kuid jallegi
mitte niipalju, kui puhvrit mittesisaldava vesilahuse puhul.

Reaktsioon A: H* + HPO,>~ = H,PO,~
Reaktsioon B: H,PO,~+ OH- =& HPO,* + H,0

2.1.4. Viited

http://www.chemistry.wustl.edu/~edudev/LabTutorials/Buffer/Buffer.html
https://www.slideshare.net/tohapras/buffer-in-the-blood
https://en.wikipedia.org/wiki/Haldane effect
https://en.wikipedia.org/wiki/Bohr effect

vk wNE

https://en.wikibooks.org/wiki/Structural Biochemistry/Protein function/Heme group/Hem
oglobin/Bohr Effect
6. https://www.applichem.com/fileadmin/Broschueren/BioBuffer.pdf



http://www.chemistry.wustl.edu/~edudev/LabTutorials/Buffer/Buffer.html
https://www.slideshare.net/tohapras/buffer-in-the-blood
https://en.wikipedia.org/wiki/Haldane_effect
https://en.wikipedia.org/wiki/Bohr_effect
https://en.wikibooks.org/wiki/Structural_Biochemistry/Protein_function/Heme_group/Hemoglobin/Bohr_Effect
https://en.wikibooks.org/wiki/Structural_Biochemistry/Protein_function/Heme_group/Hemoglobin/Bohr_Effect
https://www.applichem.com/fileadmin/Broschueren/BioBuffer.pdf

2.2. Aminohapete ja peptiidide laeng erineva pH juures. Isoelektriline punkt.

Kuna aminohapped sisaldavad vdhemalt ihte aminoriihma ja vdahemalt Uhte karboksiilrihma

(Joonis 3), siis oleneb aminohappe voi aminohappejaake sisaldava peptiidi/valgu summaarne laeng

Umbritseva keskkonna pH-st.

. A Tstikliline
Vaikese molekulmassiga

'/OH OH

+ o 4 o + (o} : :

HN TN HaN (ﬂ\l\( HN' N © H3r\:L,(° HyN
(e} O o) o)

2 0
glutsiin alaniin proliin seriin treoniin  tsisteiin
(Gly, G) (Ala, A) (Pro, P) (Ser, S) (Thr, T) (Cys, C)
OH oY
NH Ny
e L
. ; H3N+/\n/o H;N
9 o 9 o 8 o valiin isoleutsiin leutsiin metioniin

feniilalaniin tdrosiin triiptofaan

(Val, V) (lle, 1) (Leu, L) (Met, M)

(Phe, F) (Tyr, Y) (Trp, W)
Happelised * HzN NH2
! g . i:‘ éNH
aspartaat glutamaat asparagnn glutamun Iusun argmnn histidiin
(Asp,D)  (Glu, E) (Asn,N)  (GIn, Q) (Lys.K)  (Arg, R) (His, H)

Joonis 3. Looduslikud aminohapped fusioloogilise pH juures. Paksu alljoonitud kirjaga on tahistatud asendamatud
aminohapped.

Allpool on esitatud Tabel 1, milles on toodud pK vaartused looduslike aminohapete erinevate

funktsionaalriihmade jaoks.

Tulbas pKic on ndidatud pK vaartused aminohappe protoneeritud a-karboksillriihma
deprotoneerumise kohta;

o pKac-st oluliselt madalama pH juures on a-karboksilrihm protoneeritud (kuna
vesinikioone on keskkonnas piisavalt), pK,c-st oluliselt kdrgema pH juures on a-
karboksiilrihm aga deprotoneeritud (kuna vesinikioone ei ole keskkonnas
piisavalt).

Tulbas pKan on ndidatud pK vaartused aminohappe protoneeritud a-ammooniumriihma
deprotoneerumise kohta;

o pKan-st oluliselt madalama pH juures on a-ammooniumriihm protoneeritud (kuna
vesinikioone on keskkonnas piisavalt), pKan-st oluliselt kdrgema pH juures on aga
sama rihm deprotoneeritud o-aminoriihma kujul (kuna vesinikioone ei ole
keskkonnas piisavalt). Kuna deprotoneeritud aminorihm on deprotoneeritud
karboksuilriihmast tugevam alus, siis suudab deprotoneeritud aminoriihm endaga
prootonit siduda hulga kdrgema pH juures kui deprotoneeritud karbokstulrihm.



e Tulbas pK,x on naidatud pK vaartused aminohappe kiilgahelas sisalduva funktsionaalriihma
deprotoneerumise kohta (nt glutamiinhappe puhul protoneeritud karbosuilrihma, lUsiini
puhul aga protoneeritud ammooniumrihma deprotoneerumise kohta);

o pKyx-st oluliselt madalama pH juures on funktsionaalrihm protoneeritud (kuna
vesinikioone on keskkonnas piisavalt), pKix-st oluliselt kdrgema pH juures on
funktsionaalriihm aga deprotoneeritud (kuna vesinikioone ei ole keskkonnas
piisavalt).

Tabel 1. Looduslikud aminohapped ja nendes sisalduvate funktsionaalrihmade deprotoneerumise pK vaartused
temperatuuril 25 °C

Aminohape pKac pKan pKax pl Aminohape pKa,c pKan pKax pl
glitsiin 2,34 9,60 5,97 | glutamiin 2,17 9,13 5,65
alaniin 2,34 9,69 6,00 | seriin 2,21 9,15 5,68
valiin 2,32 9,62 5,96 | treoniin 2,09 9,10 5,60
leutsiin 2,36 9,60 - 5,98 | tslsteiin 1,96 8,18 - 5,07
isoleutsiin 2,36 9,60 - 6,02 | asparagiinhape/ | 1,88 9,60 3,65 2,77
aspartaat
metioniin 2,28 9,21 - 5,74 | glutamiinhape/ | 2,19 9,67 4,25 3,22
glutamaat
proliin 1,99 10,60 6,30 | tdrosiin 2,20 9,11 10,07 5,66
fentulalaniin | 1,83 9,13 5,48 | lusiin 2,18 8,95 10,53 9,74
triiptofaan 2,83 9,39 --- 5,89 | arginiin 2,17 9,04 12,48 | 10,76
asparagiin 2,02 8,80 5,41 | histidiin 1,82 9,17 6,00 7,59

Pange tahele, et Uks looduslik aminohape — tlirosiin — sisaldab kilgahelas fenoolset hiidroksidlrihma, mis voib kaituda
ndrga happena. Andmete allikad: http://www.chem.ucalgary.ca/courses/351/Carey5th/Ch27/ch27-1-4-2.html ja
https://www.anaspec.com/html/pK n pl Values of AminoAcids.html

pH muutumisel muutub ka aminohappe, peptiidi v6i valgu summaarne laeng. Niinimetatud
isoelektriline punkt (tdhistatakse pl) on pH vaartus, mille juures on antud molekuli summaarne laeng
vordne nulliga. Aminohapete jaoks, mille kiilgahelad ei sisalda happelisi ega aluselisi riihmi, on pl
ligikaudne vaartus arvutatav kui pK,c ja pKan aritmeetiline keskmine — naiteks glatsiini puhul:

pl = (pKac + pKan) : 2 =(2,34 +9,60) : 2=5,97

Pange tdhele, et pH vaartuse juures, mis vastab pl vartusele, on aminohappe funktsionaalriihmad
tegelikult laetud — nulliga on vérdne justnimelt molekuli summaarne laeng! (vt Joonis 4)

+ (I':OZH pKa,C + Co pKa,N (|jo?
HN—T-H “HaN—i—H—‘I-gNlH
R R R
madal pH molekuli korge pH
summaarne
laeng =0

Joonis 4. Aminohappe rithmade laengud eri pH juures. R tahistab kilgahelat, mis ei sisalda happelist ega aluselist
funktsionaalriihma. Joonise originaal: http://www.chem.ucalgary.ca/courses/351/Carey5th/Ch27/ch27-1-4.html

Aminohapete jaoks, mille kiilgahelad sisaldavad happelisi vdi aluselisi riihmi, tuleks kdigepealt
vastavalt eespool toodud tabelile joonestada pH kasvamisel molekuliga toimuvad muutused. Naiteks
asparagiinhappe jaoks (Joonis 5):


http://www.chem.ucalgary.ca/courses/351/Carey5th/Ch27/ch27-1-4-2.html
https://www.anaspec.com/html/pK_n_pl_Values_of_AminoAcids.html
http://www.chem.ucalgary.ca/courses/351/Carey5th/Ch27/ch27-1-4.html
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summaarne
laeng =0

Joonis 5. Asparagiinhappe rihmade laengud eri pH juures. Joonise originaal:
http://www.chem.ucalgary.ca/courses/351/Carey5th/Ch27/ch27-1-4.html

Saadud jooniselt tuleb leida molekuli vorm, mille summaarne laeng on null. Siis tuleb tabelist leida
pK vdartused, mis vastavad reaktsioonidele, kus antud molekuli vorm on (I) produktiks ja (Il)
lahteaineks. Sellisel juhul on aminohappe pl vaartus arvutatav kui leitud vaartuste keskmine, naiteks:

pl(asparagiinhape) = (pKac + pKax) : 2 =(1,88 + 3,65) : 2= 2,77

Peptiidi kogulaengu leidmiseks teatud pH juures on mdistlikum teha tabel, kuhu tuleb kanda jarjest
kdik funkstionaalrihmad peptiidi koostises, mis vdivad protoneeruda/deprotoneeruda. Kuna
peptiidil on tllpiliselt ainult Uks N-terminaal ja (ks C-terminaal, siis tuleb vastavaid
funktsionaalrihmi arvestada vaid Uks kord. Seejarel tuleb iga funktsionaalrihma jaoks eespool
esitatud tabelit kasutades maaratleda, kas funktsionaalriihm on antud pH juures laetud voi mitte.
Peptiidi kogulaengu leidmiseks tuleb summeerida kdigi funktsionaalriihmade laengud. Peptiidi pl
leidmiseks on maistlik korrata sama protseduur erinevate pH vaartuste juures ning otsustada, millise
kahe funktsionaalriihma pK vaartused paiknevad selle pH vaartuse (imber, kus peptiidi summaarne
laeng on nulli Idhedal. Vastavate pK vaartuste aritmeetiline keskmine ongi antud peptiidi pl.

Suuremate valkude pl arvutamiseks on olemas spetsiaalne tarkvara. Valkude pl leidmine on oluline,
sest pl-le vastava pH vaartuse juures on valgu summaarne laeng 0, mistSttu valgu lahustuvus
polaarsetes lahustites on siis minimaalne ning asetamisel elektrivdlja ei liigu valgumolekul ei
positiivse ega negatiivse elektroodi suunas. Need teadmised on kasutatavad nii tuntud valkude
puhastamiseks keerulistest bioloogilistest segudest kui tundmatute valkude identifitseerimiseks /
iseloomustamiseks.

2.2.1. Viited
1. http://www.chem.ucalgary.ca/courses/351/Carey5th/Ch27/ch27-1-4.html
2. http://www.chem.ucalgary.ca/courses/351/Carey5th/Ch27/ch27-1-4-2.html
3. Dr. Pavel Starkov’i dppematerjalid, 2002/2003 &a RKO treeninglaager
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http://www.chem.ucalgary.ca/courses/351/Carey5th/Ch27/ch27-1-4-2.html

2.3. Enstiimide funktsioonid ja nende blokeerimine

2.3.1. EnsiUmkataltisi pdhimdte

Ensiimid on biomolekulid, mis katalllsivad reaktsioone elusorganismides. Suurem osa
enstimidest on globulaarsed valgud, milles on eristuv nn katalldtiline tasku ehk sidumistasku
(ingl.k. binding site) — kitsam solvendi eest varjatud 66nsus. Katalllsi teostamiseks seob ensiiiim
enda kilge reaktsiooni lahteaine(d) ehk substraadid nii, et vahemalt reaktsioonis osalev osa nendest
paikneb katallQdtilises taskus. Tanu asjaolule, et tasku on solvendi eest varjatud, saavad reaktsioonid
toimuda erilises keskkonnas, kus on veelahusega vorreldes teistsugune pH, ioontugevus,
vesiniksidemete loomise vBimalus jms. Sel viisil juhib ensllim-substraat-kompleksi teke reaktsiooni
Gle vaheoleku, mille aktivatsioonienergia on katalliiisimata reaktsiooni aktivatsioonienergiaga
vorreldes oluliselt madalam.

Nagu katallusi puhul ikka, on ensiiimi hulk oluliselt vdiksem kui substraadi/substraatide hulk. Kuna
reaktsiooni |6ppedes peab taastuma katallsaatori esialgne hulk, siis tekivad substraadi ja ensttmi
vahel enamasti mitte-kovalentsed vastasmajud (Joonis 6). Samuti on oluline, et reaktsiooni produkt
dissotsieeruks enstimi kiljest piisavalt kiiresti, et katallisaator saaks uuesti to6le asuda.

vesinikside

koordinatiivne side hiidrofoobsed vastasmdjud

laeng-laeng
vastasmaju

Zr)z' H
R! O R? o R3 (@6
H H
| _NJ_I{ HZN_I_lLNJ_< >
OH o

‘B

Joonis 6. Naide enstitimkatalUisist proteaasi naitel (ensiim, mis lagundab valke). On ndidatud erinevat tiupi vastasmdjud
enstlmi ja substraadi vahel. Pildi originaal:
http://personalpages.manchester.ac.uk/staff/T.Wallace/20421tw2/20421 lect3.html

EnsGiiimkatalldsil on tavalise katallilisiga ka teatud omapérad. Kuna enstiimid on enamasti valgud,
siis on need temperatuuri- ja pH-tundlikud (Joonis 7); korgel temperatuuril ja/vdi ebasobiva pH
juures kaob ensiimi ruumiline struktuur (valk denatureerub) ning seetdttu ka kataltiGtiline aktiivsus.
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Moned ensilimid vajavad katallilisi teostamiseks abistavaid molekule vdi metalliioone. Sobivate
keskkonnatingimuste juures on ensiilimid vaga efektiivsed ja vaga selektiivsed katallisaatorid — see
tdhendab, et nad teostavad katallitsi kiirelt ning suudavad vaga hasti eristada oma substraate
teistest organismis sisalduvatest molekulidest. Ensiiimide substraatideks vdivad olla vaga
erinevatesse aineklassidesse kuuluvad ained — nii muud valgud, susivesikud, lipiidid, nukleiinhapped
kui vaiksemad molekulid nagu ATP.

100 — pepsiin triipsiin

amulaas

ensuimi
aktiivsus %

Joonis 7. Ensliimid teostavad oma funktsioone kdige efektiivsemalt suhteliselt kitsas pH vahemikus. Eri enstidmidel on
nende tooks sobilik pH erinev — nditeks maomahalas sisalduv pepsiin teostab oma Ulesandeid kdige efektiivsemalt pH = 2
juures, khunaarmes sisalduv amilaas pH = 7 juures ning kaksteistsdrmiksooles tootav tripsiin pH = 8 juures. Enamik raku
tsttosoolis paiknevatest enstiimidest omavad aga maksimaalset aktiivsust pH = 7.4 juures.

2.3.2. Enstidmide inhibiitorid

Inhibiitor on aine, mis seostub enslilimiga ja blokeerib otseselt vGi kaudselt substraadi seostumist,
takistades enstimil katallilisi teostamast. Inhibiitori struktuur vdib olla Upris sarnane substraadi
omaga, kui inhibiitor peab seostuma samasse kataliilitilisse taskusse, kuhu tavaolekus seostub
substraat (st peab tekkima konkurents inhibiitori ja substraadi vahel). Seega tekivad ka inhibiitori
seostumisel ensliiimi taskusse enamasti mittekovalentsed vastasmojud ning inhibiitori seostumine
enstiiimiga on poorduv. Kdige lihtsam mudel, mis iseloomustab inhibiitori seostumist ensiidmiga, on
naidatud allpool (Skeem 3; E on ensiidm ning | on inhibiitor).

k

ass
E+1=EI
Pl Skeem 3

Inhibiitori vGimet enslilimiga seostuda iseloomustatakse nn afiinsuse kaudu: mida kdrgem on
afiinsus, seda suurem on ‘armastus’ ensiidmi ja inhibiitori vahel. Kvantitatiivsemaks hinnanguks
kasutatakse biokeemias aga tasakaalulist inhibeerimiskonstandit (K;). See on olemuselt ensiiim-
inhibiitor kompleksi tasakaaluline dissotsiatsioonikonstant ehk dissotsiatsiooni kiiruskonstandi (kaiss)
ja assotsiatsiooni kiiruskonstandi (ksss) suhe (Valem 3). Biokeemias ongi enamasti kombeks
valjendada kompleksi stabiilsust just selle lagunemise téendosuse kaudu. Seega, mida vdiksem on
tasakaaluline inhibeerimiskonstant, seda stabiilsem on ensllim-inhibiitor kompleks ning seda
suurem on inhibiitori afiinsus enstiimi suhtes.

[E] ' [I] _ kaiss

K=K, =
' b [EI] kass

Valem 3

11



Tasakaaluline inhibeerimiskonstant on samas seotud ka termodiinaamiliste suurustega. Kdigepealt
on tasakaalukonstant seotud Gibbsi standardse vabaenergia muuduga (Valem 4). Seejuures tuleb
meeles pidada, et tegemist on dissotsiatsioonikonstandiga, ning panna valemisse Oige mark —
olenevalt sellest, kas raagitakse kompleksi lagunemise AG’-st (tdhistame seda kui AG%¥*%) voi
kompleksi tekke AG®-st (tihistame seda kui AG%®*). Gibbsi vabaenergia muut on samas seotud
entalpiamuuduga AH ja entroopiamuuduga AS (Valem 5; T on temperatuur Kelvinites).

AG®4isS = —_R.T-InK; = —AG*®S  Valem 4
AGO,diss — AHO,diss —T- ASO,diss — _AHO,ass 4+ T- ASO,ass Valem 5

Et mitte eksida vorrandites markide panekuga, jatke meelde loogiline tuletuskaik: mida suurem on
inhibiitori afiinsus ensliimile, seda eelistatum on spontaanne ensiim-inhibiitori kompleksi teke ning
seda vdahem kipub see kompleks lagunema.

Kuna molekulide liikumise kiirus suureneb temperatuuri tGustes, siis suureneb temperatuuri
kasvamisel ka aktiivsete porgete arg ning seega ka reaktsiooni kiirus. Tuletame meelde, milline on
Arrheniuse vorrand (Valem 6; A on antud reaktsiooni jaoks reaktiivsete porgete arvu iseloomustav
konstant, E, on reaktsiooni aktivatsioonienergia ning R on universaalne gaasikonstant):

E
k=A-exp(——a) ,

R-T
illest Ink =InA Ea _ E“+ t Valem 6
miliest In =1n R'T_ R-T cons alem

Kui moGta reaktsiooni kiirust temperatuuridel T: ja T, siis saab reaktsiooni aktivatsioonienergia
arvutada Valemist 7 (kus k1 ja k, on reaktsiooni kiiruskonstant vastavalt temperatuuril 71 ja T3):

1
— — —) Valem 7

Tasakaaluliste reaktsioonide puhul kasvab nii pari- kui vastassuunalise reaktsiooni kiirus, mistéttu
tasakaal vdib reaktsiooni tdustes nihkuda olenevalt reaktsioonist kas ldhteainete vdi saaduste
suunas. Kui info kiiruskonstantide kohta puudub, tuleb vaadata protsessi entalpiamuutu: vastavalt Le
Chatelier’ printsiibile, nihkub eksotermiliste reaktsioonide kiirus temperatuuri toustes lahteainete
suunas, endotermiliste reaktsioonide puhul aga saaduste suunas. See on kooskélas ka eespool
toodud Valemiga 5, kuivord AG vaartus on reaktsiooni iseenesliku kulgemise naitaja (AG < 0 puhul
on reaktsioon iseeneslik, AG > 0 puhul ei ole aga reaktsioon iseeneslik ning reaktsiooni kulgemiseks
on vaja slisteemile energiat hoopis juurde anda).

Ensiimaatiliste reaktsioonide ning ka ensliim-inhibiitor kompleksi moodustumise ja lagunemisega
seotud reaktsioonide puhul tuleb loomulikult arvestada ka asjaolu, et ensiilimid on temperatuuri
suhtes tundlikud. Alates teatud kriitilisest temperatuurist kaotab enstiiim oma ruumilise struktuuri;
see temperatuur on iga ensilimi jaoks kill erinev, kuid naiteks kehatemperatuuri tdus (le 42 °C on
inimese jaoks eluohtlik just seetdttu, et siis algab mitmete ensliimide denaturatsioon, mis sageli ei
ole poo6rduv. Enstiimi ruumilise struktuurikadu tahendab Uhtlaselt ka seda, et ensliiim ei suuda
siduda endaga substraate ega inhibiitoreid.
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Lopetuseks vOib mainida ka asjaolu, et ensiilmide inhibiitorid moodustavad vidga suure osa
tdnapdeval turul olevatest ning ka arendamisjargus ravimitest. Farmakoloogiliste rakenduste puhul
peab inhibiitoril lisaks kdrgele afiinsusele veel mitmeid omadusi. Naiteks on Glimalt oluline inhibiitori
selektiivsus, st vdime dra tunda huvipakkuvat enstiiimi kdigi teiste organismis sisalduvate molekulide
taustal. Madala selektiivsusega inhibiitorid on enamasti liiga toksilised, et neid ravimitena kasutada
saaks. Vaga tdhtis on ka inhibiitori pusivus fusioloogilises keskkonnas, et keha ei viiks inhibiitorit
ringlusest vadlja ega lagundaks liiga kiiresti. Farmakoloogias kui teaduses, mis keskendub ravimite
uurimisele, eristatakse sageli vastavalt kaks haru: farmakodiinaamika uurib, kuidas ravim mdjutab
organismi, farmakokineetika aga uurib, kuidas organism mdjutab ravimit.

2.3.3. Viited

1. http://www.tlu.ee/keemia/Neurokeemia%20alused/PF%202016.pdf
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2.4. HIV ravimid
2.4.1. Retroviirused ja HIV: definitsioonid ning ehitus

Meenutame, et lihtsustatult kulgeb elusorganismides geneetilise info avaldumise ahel jargmiselt.
Geneetilise info kandja DNA matriitsahela pealt transkribeeritakse tuumas nukleotiidide
komplementaarsuse alusel eel-mRNA. Eel-mRNA t66deldakse ning saadud ajutine infokandja mRNA
liigub siis ribosoomidele, kus geneetilise koodi alusel transleeritakse nukleotiidide jarjestus
kolmekaupa lugedes aminohappeliseks jarjestuseks. Jargneb valgu ruumilise struktuuri teke, milles
vajatakse monikord abivalke, ning vajadusel ka translatsiooni-jargne modifitseerimine. Sel viisil
toimub rakutuumas sdilitatava geneetiline info avaldumine valgu naol.

Viirused on bioloogilised objektid, mis on elus ja eluta looduse piirimail. Viirustel puudub nimelt
oluline elusorganismidele omane elu tunnus: vdime iseseisvalt paljuneda. Viirused kasutavad
paljunemiseks peremeesorganismi rakkude molekulaarseid "'mehhanisme’. Viiruste
peremeesorganismideks vGivad (olenevalt viirusest) olla nii loomad, taimed, seened kui bakterid.
Viljaspool peremeesorganismi eksisteerivad viirused nn viirusosakeste ehk virionite vormis, mis
koosnevad jargmistest komponentidest:

e viiruse geneetiline materjal, mis vdib esineda (ihest ahelast v6i kahest ahelast koosneva DNA
vOi RNA kujul;

e valguline kapsiid, mis imbritseb ja kaitseb geneetilist materjali;

e lipiididest koosnev Gmbris, mille pinnal paiknevad sahhariidsete ahelatega derivatiseeritud
valgud (gliikoproteiinid). Viimased saavad luua vastasmdjusid peremeesorganismi rakkude
pinnal paiknevate valkudega ning sel viisil peremeesorganisme rakkudesse siseneda.

Viiruse koostisse voivad kuuluda ka moned vahesed ensiiimid, mis vdimaldavad viirusel
peremeesorganismi rakku kiiremini ja efektiivsemalt nakatada, pannes rakku tootma uute
viirusosakeste kokkupanemiseks vajalikke komponente.

Retroviirused on viiruste perekond, mille geneetiliseks materjaliks on tiheahelaline RNA molekul
(sisaldub virionis kahe koopiana). Retroviiruste virionid sisaldavad kolme unikaalset enstimi:

e Poordtranskriptaas, mis siinteesib viiruse RNA pealt komplementaarset DNA-d.

e Integraas, mis sisestab saadud DNA IGiku peremeesrakku enda DNA-sse. Peremeesrakk
kasitleb seejarel viiruse geneetilist materjali oma genoomi osana, transkribeerides selle pealt
mRNA-d ning tootes uute virionide kokkupanemiseks vajalikke valke.

e Proteaas, mis on vajalik, et spetsiifiliselt ’1digata’ teatud aminohappeliste jarjestuste juurest
peremeesraku poolt valmistatud viiruse kapsiidseid valke. Kui proteaas ei t66ta korralikult,
saavad virionid endiselt moodustuda, kuid need ei suuda uusi peremeesrakke enam
nakatada.

Uks tuntumaid retroviiruseid on HIV (ingl. k. Human Immunodeficiency Virus), mis nakatab inimese
immuunsisteemi rakke, pohjustades ajapikku immuunpuudulikkust (AIDS, ingl. k. Acquired
Immunodeficiency Syndrome). Ravi puudumisel osutub HIV surmavaks keskmiselt 9-11 aastat parast
nakatumist, kui immuunsiisteem ei suuda enam teostada oma funktsioone haigustekitajatega ning
vahirakkudega voitlemisel. HIV virioni struktuur on naidatud allpool (Joonis 8).
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Lipiidne Gmbris
Viiruse geneetiline materjal

Valguline kapsiid, valisosa

Proteaas
Integraas

Glikoproteiin Glukeprotein

Poordtranskriptaas Valguline kapsiid, siseosa

Joonis 8. HIV virioni struktuur. HIV glikoproteiinid seostuvad inimese teatud immuunrakkude pinnal olevate valkudega
(CD4+ valgud ja abistavad valgud CCR5 v3i CXCR4). Joonise originaal:
http://www.microbiologytext.com/5th ed/book/displayarticle/aid/483

2.4.2. HIV ravimid

Nagu mainisime eespool, on suur osa ravimitest tegelikult enstiimidele suunatud inhibiitorid. Ka HIV
pole erand — viirusevastases teraapias kasutatakse nii HIV pooérdtranskriptaasi inhibiitoreid, HIV
integraasi inhibiitoreid kui HIV proteaasi inhibiitoreid. HIV pooérdtranskriptaasi inhibiitorid jaotuvad
omakorda kahte klassi: (A) nukleotiidide/nukleosiidide analoogid ehk NRTI (ingl. k.
Nucleotide/Nucleoside analog Reverse-Transcriptase Inhibitors) ning (B) mitte-nukleosiidsed
inhibiitorid ehk NNRTI (ingl. k. Non-Nucleotide/Nucleoside analog Reverse-Transcriptase Inhibitors).

Nagu nimetuski Utleb, kadituvad NRTI kui DNA ehituskivide analoogid. NRTI t66pdhimste ravimitena
seisneb aga selles, et vastavates molekulides puudub hidrokstdlriihm, mis titpiliselt asub
nukleotiidides ja nukleosiidides suhkrujadgi 3’-asendis (Joonis 9). Tulemusena lisatakse NRTI
poordtranskriptaasi poolt kiill RNA pealt slinteesitava DNA ahela koostisse, kuid NRTI lisamise jarel ei
saa ahelat enam pikemaks teha. Seega ei tehta viiruse RNA pealt tdispikkuses DNA ahelat, mistottu
ei saa viiruse geneetiline info hiljem rakus avalduda. NRTI puuduseks on aga asjaolu, et lisaks viiruse
DNA siinteesi takistamisele takistavad nad ka peremeesrakus endas sisalduva DNA replikatsiooni.
Seet6ttu on nendel ravimitel sageli tosised korvaltoimed. NNRTI seevastu seostuvad kiill
poordtranskriptaasi kiilge, kuid mitte otseselt samasse kataltutilisse taskusse, kuhu seostuvad
nukleotiidid. Sellegipoolest blokeerib NNRTI seostumine pddrdtranskriptaasi voimet DNA ahelat
siinteesida. Seega on NNRTI ndol tegemist pooOrdtranskriptaasi mitte-konkurentsete voi
ebakonkurentsete inhibiitoritega.

HIV integraasi inhibiitorid seostuvad samaaegselt integraasi ja viiruse RNA pealt slinteesitud DNA-ga
ning blokeerivad sel viisil DNA 1digu sisestamist peremeesraku genoomi. HIV proteaasi inhibiitorid
blokeerivad aga substraatide juurdepadasu proteaasi kataltutilise tasku juurde.

Lisaks eespool mainitud HIV enslilimide inhibiitoritele kasutatakse HIV teraapias muidki (ihendeid.
Naiteks puitakse takistada virionide sisenemist peremeesorganismi rakkudesse. Selleks arendatakse
nii selliseid ravimeid, mis seostuvad HIV lipiidse Umbrise peal paiknevate glikoproteiinidega, kui
selliseid ravimeid, mis seostuvad HIV-poolt nakatatavate immuunrakkude pinnal olevate valkudega.
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Joonis 9. N&iteid NRTI struktuuridest. Joonise allikas: https://www.hindawi.com/journals/mbi/2012/586401/

HIV teraapia seisukohalt on oluline ka asjaolu, et erinevalt inimeses sisalduvatest DNA ja RNA
slinteesi eest vastutavatest ensiidmidest teeb viiruse poordtranskriptaas sageli ‘vigu’. See tahendab,
et viiruse RNA pealt slinteesitav DNA ahel pole kohati rangelt komplementaarne, mistGttu
toodetavate DNA jarjestuses esineb vorreldes ldhteaineks oleva RNA jarjestusega teatud
mutatsioone. Kui kdrgemate organismide jaoks on mutatsioonid sageli pigem kahjulikud kui
kasulikud (raagime sellest ka peatiikis allpool), siis viiruse puhul tdhendavad mutatsioonid sageli
seda, et viiruse valkude struktuuris tekivad teatud muutused. Tulemuseks ei suuda viiruse valkudele
suunatud ravimid enam oma sihtmarkidega seostuda, mistdttu teraapia muutub ebaefektiivseks.

2.4.3. Viited

https://en.wikipedia.org/wiki/Virus classification
https://en.wikipedia.org/wiki/Retrovirus
https://en.wikipedia.org/wiki/HIV
http://www.microbiologytext.com/5th _ed/book/displayarticle/aid/483
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3312400/
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2.5. Keto-enoolne tautomeeria nukleiinhapetes

2.5.1. Nukleiinhapete klassikaline struktuur

Tuletame aga siinkohas korraks meelde nukleiinhapete ehituskivide struktuure ja
komplementaarsus-printsiipi. Nukleiinhapete ehitustksusteks on nukleotiidid — sisinikust,
vesinikust, lammastikust, hapnikust ja fosforist koosnevad lhendid. Nukleotiidide ehituses saab
omakorda eristada 3 fragmenti: suhkrujaak (p-riboos RNA v&i D-2’-desokiriboos DNA puhul), millega
on (helt poolt seotud nn lammastikalus ning teiselt poolt 1..3 fosfaadijadki. Lammastikalused
koosnevad kahest (adeniin, guaniin) v&i Uhest (timiin, tsitosiin, uratsiil) aromaatsest tsiklist
(vastavalt puriin- ja purimidiinalused). DNA koostisesse kuuluvad A, G, T ja C, RNA koostisesse aga A,
G, U ja C (Joonis 10). Nukleotiidi koostises on ldammastikalus seotud ldammastikuaatomi kaudu
suhkrujaagi 1’-positsioonis paikneva silsinikuaatomiga, fosfaadijaagid on aga seotud hapnikuaatomi
kaudu suhkrujaagi 5’-positsioonis paikneva siisinikuaatomiga. Nukleotiide leidub organismis ka vabal
kujul (nt energiaallikas ATP) ning mitmete koensiiiimide koostises.

A
o Adeniin (A)
Tlmiin (T) HoN »
5 7 o N\w OH G
AW N 8
N~< 0" Y. o°
(o] p“o
__HaN e
C).'p:o (N 4 "N/ \>/(_X\ O
) o. N I e 0" o O
N *p=0
N= ..-0 ¢
NHs ™ Tsitosiin (C) 85: "
HO, Guaniin (G)

A

Joonis 10. DNA ja RNA koostis. (A) DNA-sse kuuluvate nukleotiidide struktuur ja vesiniksidemed nukleotiidide
l[dmmastikaluste vahel. (B) RNA ahel. Punaste ringidega on Umbritsetud funktsionaalrihmad, mis on iseloomulikud RNA-le.
TUmiini metlllrihma olemasolu ning hiidrokstilriihma puudumine riboosi 2'-asendis teeb DNA-d RNA-st stabiilsemaks, mis
on oluline organismi geneetilise info pUsivuse tagamiseks. Pildi originaal: https://courses.lumenlearning.com/boundless-
biology/chapter/dna-structure-and-sequencing/

Nukleiinhappeid slinteesitakse organismis enslimaatilise katallilisi abil nukleotiididest, mis sisaldavad
3 fosfaatriihma. Kahe nukleotiidi Gihendamisel liidetakse Ghe nukleotiidi suhkrujaagi 3’-asendis asuv
hidrokstadlrihm teises nukleotiidis suhkrujaagile koige l|dhemal paikneva fosfaadijasgiga.
Reaktsiooni tulemusena vabaneb kahest fosfaatriihmast koosnev fragment ning nukleotiidijaékide
vahele tekib fosfodiesterside. Kuna moodustunud tGhendis on hel nukleotiidijaagil endiselt olemas
reageerimata hiidroksiilrihm suhkrujaagi 3’-asendis, siis saab nukleotiide liitev enstitim oma t66d
jatkata ning nukleiinhappe ahel saab kasvada. Kasvavas ahelas eristub kogu aeg reageerimata 5’-
terminaal, mille kiljes on fosfaatriihmad, ning veel reageerimata hidroksiilriihmaga 3’-terminaal.
Kokkuleppe kohaselt kirjutataksegi nukleotiididjarjestuse suunas 5’ = 3’. Nukleiinhappe koostisse
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kuuluvad fosfaadijaagid on fiisioloogilise pH juures negatiivselt laetud, soodustades nukleiinhapete
lahustumist vees. DNA-ahela pikkus voib ulatuda miljardi nukleotiidini; RNA-ahelad on aga oluliselt
lihemad.

DNA esineb organismis mitte Uksik-, vaid kaksikahelana: kaks DNA molekuli paiknevad korvuti
antiparalleelselt, st Gihe ahela 5’ ots paikneb kdrvuti teise ahela 3’ otsaga. Molekulide hiidrofoobsed
lammastikaluste osad on suunatud teineteise poole, suhkrujaagid ning fosfaatsillad aga valjapoole.
Lammastikaluste funktsionaalriihmade vahel saavadki tekkida vesiniksidemed, kusjuures iga
lammastikalus moodustab vesiniksidemeid ainult Ghe kindla ldmmastikalusega (seda nimetatakse
komplementaarsusprintsiibiks): A=T ning G=C (Joonis 10). Aromaatsete ldmmastikaluste vahel
mdojuvad ka van der Waalsi jéud ning hidrofoobsed vastasmdjud. Sellegipoolest saab just
vesiniksidemete hulga alusel prognoosida etteantud jarjestusega kaksikahelalise DNA 1digu puhul
vastasmodjude tugevust kahe ahela vahel. Kui meil on kaks kaksikahelalist DNA |16iku, millel on sama
pikkus, kuid erinev nukleotiidne koostis, siis on komplementaarsed ahelad omavahel tugevamalt
seotud selle 1digu puhul, kus on rohkem G=C paare. DNA kaksikahel moodustab ruumis korrapéarase
struktuuri (kaksikheeliksi), mis vGimaldab sailitada DNA-d rakutuumas Upris kompaktsel kujul.

Erinevalt DNA-st, mis on geneetilise info kandja ning mille tdiskomplekt peab igas keharakus igal
hetkel korrektsel kujul eksisteerima, on RNA pdhiliselt vahendajaks geneetilise info avaldumisel.
Enamasti peab RNA olema kattesaadav suhteliselt ajutiselt ning selle pikemaajalise stabiilsuse parast
pole vaja muretseda. Seet6ttu pole organismidel vajadust hoolitseda ka RNA tiheda pakendamise
parast. Seepdrast esineb RNA organismides (ksikahelana. RNA puhul kehtib samuti
komplementaarsusprintsiip: vesiniksidemed tekivad rangelt A=U ning G=C lammastikaluste vahel.
Erinevalt DNAst, moodustuvad aga need sidemed samasse RNA molekuli kuuluvate
nukleotiidijadkide aluspaaride osavotul. Kuna samas molekulis ei pruugi lahestikku paiknevad
regioonid omada omavahel rangelt komplementaarseid pikemaid jarjestusi, siis esineb RNA-s ka
alasid, kus komplementaarne paardumine puudub.

2.5.2. Lémmastikaluste tautomeeria

Orgaanilisest keemiast teame tautomeeria ndhtust: tautomeerideks nimetatakse isomeere, mis
vOivad Uksteiseks lile minna teatud funktsionaalrihma Umberpaigutumise tottu, millega enamasti
kaasneb ka elektrontiheduse ning monikord ka laengute (imberpaigutumine. Lahuses pustitub
tautomeeride vahel diinaamiline tasakaal, kus molekul vdib antud hetkel eksisteerida kas Uhe voi
teise tautomeerina, kuid ihe tautomeerse vormi osakaal on enamasti kdrgem (st molekulil on
suurem téendosus eksisteerida antud hetkel just selle tautomeerina).

Kbige lihtsam tautomeeria alaliik on seotud prootoni Umberpaigutumisega molekuli sees. Selle
tautomeeria alaliigi ks tuntumaid naiteid on keto-enoolne tautomeeria (Joonis 11; teisi naiteid
vaata allpool toodud viites 1 ning keto-enoolse tautomeeria mehhanismi allpool toodud viites 2).
Vesilahustes toatemperatuuril on esindatud suurema tasakaaluga enamjaolt lGhendite keto-vorm.
Samas eksisteerib kaks pd&hilist erandjuhtu, mille puhul tasakaal véib nihkuda rohkem enool-vormi
tekke suunas (Joonis 11):

e (hendid, kus enoolvormis moodustuv kaksikside toetab aromaatse tuuma teket (nt
fenoolide puhul);
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e (hendid, kus keto-enoolses tasakaalus osaleva funktsionaalriihma korval on vesiniksideme
aktseptor, mis toetab tugeva sisemolekulaarse vesiniksideme teket.

A O OH
Ketoon, R! RI _ Enool
enamasti stabiilsem R2 R? «—= R3
H R2

B (@] OH C H

o %
_— |
/
O OH
Erand: stabiiliseeritud Erand: stabiiliseeritud

Joonis 11. Keto-enoolne tautomeeria. (A) Tasakaal kahe tautomeeri vahel; (B) ja (C) erandid, mille puhul on enool
stabiliseeritud. Piltide originaalid: https://en.wikipedia.org/wiki/Keto%E2%80%93enol_tautomerism ja
https://en.wikipedia.org/wiki/Solvent effects

Siiski esineb viimase naite puhul (Joonis 11C) vesikeskkonnas suurema osakaaluga tUhendi diketo-
vorm, seevastu vahempolaarsetes lahustites on enoolvorm selgelt eelistatud. PGhjuseks on asjaolu,
et vesi konkureerib vesiniksideme doonorina enooli hidroksudlrihmaga, ehk siis
molekulidevahelised vesiniksidemed konkureerivad sisemolekulaarse vesiniksideme tekkega.
Temperatuuri moéju keto-enool tasakaalule oleneb aga konkreetsest Uhendist: mdnedes
struktuurides on madalamal temperatuuril eelistatud enool-, teistes aga keto-vorm.

Kuna nukleiinhapete koostisse kuuluvad [ammastikalused sisaldavad keto-riihmi, siis vdib ka nende
puhul esineda keto-enoolne tautomeeria (Joonis 12). Samuti eksisteerib tautomeerna tasakaal
aromaatsete amiinide puhul amiin- ja imiin-vormide naol (Joonis 12).

Tautomers of Adenosine Tautomers of Guanosine Tautomers of Uridine ~ Tautomers of Xanthosine

C D
o e, et
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D ——

e 2,6-diketo-X  6-Enol-2-Keto-X

N \HN J NH N ¢ 1 i (t[tN
&lJ\}g‘IN’gNH (Z\J\OH &N)\OH& h)\ou

N/ NH. A
6-Keto-2-Enol-X 2 6-dienol-X
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Joonis 12. Keto-enoolna tautomeeria erinevate lammastikaluste puhul. Pildi originaal:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4274630/
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Eespool toodud lammastikaluste tautomeeride puhul on stabiilsemad on keto- ja amiin-vormid, mis
on ka tugevas llekaalus looduslikes nukleiinhapetes. Kuna aga tautomeeride {leminek on
tasakaaluline reaktsioon, siis esineb nukleiinhapetes vdga madalas hulgas ka enool- ja imiin-vorme.
Amiin-imiin tautomeeria puhul on mdlemad tautomeerid véimelised kadituma nii vesiniksideme
doonori kui aktseptorina, kuid imiin-vormil on vaiksem t6endosus doonorina kaituda. Keto-enool
tautomeeria puhul saab ketoon olla vaid vesiniksideme aktseptoriks, enool aga ka vesiniksideme
doonoriks. Seega tingib tautomeeria antud lammastikaluse poolt tekitavate vesiniksidemete mustri
muutumist, mis peegeldub ka vastava ldmmastikaluse vOimes luua vastasmdjusid teiste
nukleotiidijadkide lammastikalustega komplementaarsusprintsiibi alusel. Naiteks vo&ib tlmiini
enoolne luua vesiniksidemeid eelistatult guaniiga (tekib 3 vesiniksidet), adeniini imiinne vorm aga
tsutosiiniga (tekib samuti 2 vesiniksidet), rikkudes tldpilisi komplementaarsuse reegleid.

See aga tdhendab, et kui DNA replikatsiooni kdigus juhtub mdni lammastikalus parasjagu olema
harvaesinevas tautomeerses vormis, siis voib juhtuda, et uus slinteesitav DNA ahel ei teki vastavalt
klassikalisele komplementaarsusprintsiibile, vaid tautomeeri partner valitakse vastavalt haruldasele
vesiniksidemete loomise mustrile. Sel viisil tekib DNA-sse mutatsioon, mis voib halvemal kanduda
edasi transkriptsiooni kdigus RNA-le ning RNA translatsiooni kdigus avalduda ka siinteesitava valgu
struktuuris. Onneks on meil rakkudes olemas spetsiaalsed mehhanismid, mis vastutavad geneetilisse
materjali tekkinud vigade ’parandamise’ eest; vigu DNA-s ja RNA-s tekib seejuures ka mitmetel
muudel poOhjustel kui haruldaste tautomeeride esinemine. Vigade kuhjumisel vOGi
parandusmehhanismide alatalitluse korral on aga geneetilise materjali muundumine ohtlik, sest see
ei véimalda rakul normaalselt paljuneda ja/vdi reageerida keskkonnast tulevatele signaalidele, mis
vOib pikemas perspektiivis viia nditeks vahkkasvajate tekkimiseni.

2.5.3. Viited

https://en.wikipedia.org/wiki/Tautomer
https://en.wikipedia.org/wiki/Keto%E2%80%93enol tautomerism
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4274630/
https://www.atdbio.com/content/15/Mutagenesis-and-DNA-repair
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2.6. Nditeid biokeemias kasutatavatest uurimismeetoditest

Vaatleme niiid moningaid flisiko-keemilisi médtmismeetodeid, mis aitavad biokeemikutel uurida
biomakromolekulide kditumist katseklaasis (in vitro), organismidest isoleeritud rakkudes (in cellulo)
ning koguni elusorganismide sees (in vivo). Tanapdeval pdhineb suurem osa nendest meetoditest
elektromagnetkiirguse intensiivsuse mddtmisel, kuna inimkond on 21. sajandi alguseks saanud paris
osavaks nii valguse tekitamises kui tuvastamises (detekteerimises). Valguseks nimetame antud juhul
nii ultravioletse (UV), nahtava (Vis) kui infrapunases (IP) spektri ala elektromagnetkiirgust (Joonis
13), kuigi sageli rddgitakse valgusest eeskatt ndhtava valguse kontekstis.

< Suureneb sagedus ja energia
Suureneb lainepikkus >
0.0001 nm 0.01 nm 10Onm 1000 nm 0.01 cm 1 cm Im 100 m

1 | | | 1 |
Gammakiirgus Réntgen- = Infrapunane Raadiolained
kiirgus =2
Radar TV FM AM
Néhtav
400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Joonis 13. Elektromagnetkiirguste skaala. Pildi originaal: https://sites.google.com/a/coe.edu/principles-of-structural-
chemistry/relationship-between-light-and-matter/electromagnetic-spectrum

2.6.1. UV-Vis spektroskoopia

UV-ala valgusosake (footon) on suuremate molekulidega kohtudes md&nikord vGimeline ergastama
molekuli vélisorbitaalil paiknevat elektroni energeetiliselt veelgi kdrgemale tasemele. Ajapikku tuleb
elektron oma energeetilisele |ahtenivoole tagasi. Molekuli ergastatud ja ergastamata olekud omavad
teatud energiat ning ergastava footoni energia peab Upris tapselt vastama nende energianivoode
vahele. Sellest |dhtuvalt neelab molekul teatud lainepikkusega kiirgust.

Valgust lahutada eri lainepikkusteks nt monokromaatori abil ning lasta jarjest eri lainepikkustel
langeda uuritava molekuli lahusele. Sel juhul saame vdrrelda esialgse kiirguse ning lahust labinud
kiirguse intensiivsust (vastavalt Ip ja I; Valemid 8-9). Lainepikkusel (v&i lainepikkuste vahemikus), kus
molekul neelab kiirgust, saame me tuvastada kiirguse intensiivsuse vahenemist. Sel viisil saame
teada, milline on antud molekulile iseloomulik neeldumisspekter. Eri keemilise struktuuriga ainetel
on neeldumisspekter sageli erinev, kuid kuna neeldumismaksimumid vdivad siiski olla Gpris laiad, siis
voivad eri ainete neeldumisspektrid osaliselt kattuda.

Tnagu Transmission on lahuse labilaskvus: T=— Valem 8

1 I
Anagu Absorbance on lahuse neelduvus: A =log (T) = log (—0) Valem 9
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Me ndaeme varvilistena keemilisi aineid, mis neelavad nahtava ala elektromagnetkiirgust. Meie silm
tajub, et aine lahuse ldbinud vG&i ainega kaetud pinnalt hajunud valgus ei sisalda tdiel maaral koiki
komponente, sest osa valgusest on keemilises aines neeldunud. Ndhtavas alas neelavad eeskatt
sellised keemilised ained, mille molekulides on ulatuslik delokaliseeritud, kergesti ergastatav
elektronide pilv — nagu naiteks suurtes aromaatsetes siisteemides ning d-metallide kompleksides
(Joonis 14).

Lahuse neelduvus

01 Bsessearsandeaa s nae e aniio s i)

450 500 550 600
Lainepikkus (nm)

Joonis 14. Teatud kontsentratsiooniga hemoglobiini vesilahuse neelduvus eri lainepikkuste juures. Sinine joon vastab
hapnikuga seotud hemoglobiinile, punane joon — hapnikuvabale hemoglobiinile. Pildi originaal:
http://d2vicm6117ulfs.cloudfront.net/media%2Fa28%2Fa2838cbb-2af0-4ae6-a11b-486606f6f94a%2Fphph8C1SV.png

Vastavalt nn Lambert-Beer’i seadusele (Valem 10) on neelava aine lahuse neelduvus teatud
lainepikkusel (A;) vordelises soltuvuses kolme teguriga: vastava aine molaarne kontsentratsioon
lahuses (c), lahuse kihi paksus (ehk optilise tee pikkus, /) ning neelduvuskoefitsient, mis on
iseloomulik antud ainele antud keskkonnas (ehk molaarne ekstinktsiooni-koefitsient, &;). Kuna aine
elektronkatte struktuur voib soltuda keskkonna pH-st ja polaarsusest, siis viib ka antud aine &
sbltuda keskkonnast. Naiteks omavad sama aine keto- ja enoolvormid sageli erinevaid UV-Vis
neeldumise spektreid.

Ay =¢g-c-l Valem 10

Kuna A on logaritmiline suurus, siis puudub sellel Gihik. Molaarse kontsentratsiooni ihik on teadagi
mol/dm? ning lahuse kihi paksus on sageli maaratud lahust sisaldava ndu (nn kiiveti) seinte vahelise
kaugusega, mis on cm suurusjargus. Sellest tulenevalt on & tutpiliseks tGhikuks dm3-mol™*-cm™ ehk
M?1.cm™. Teades antud aine jaoks antud keskkonnas kehtivat & vaartust on seega vdimalik
neelduvuse mddtmisel antud lainepikkusel arvutada aine molaarset kontsentratsiooni lahuses.

Valem 10 kehtib teadagi juhul, kui lahusti neelduvus antud lainepikkuse juures on tiihine. Kui aine
koostises on mitu UV-Vis kiirgust neelavat fragmenti, mis paiknevad Uksteisest piisavalt kaugel, siis
vOib aine kui terviku neelduvuskoefitsienti teatud lainepikkusel arvutada, summeerides fragmentide
vastavaid neelduvuskoefitsiente. Sellist metoodikat rakendatakse naiteks nukleiinhappe
kontsentratsiooni maaramisel bioloogilises proovis, kui on teada antud nukleiinhappe koostis (kuna
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nukleiinhapete lammastikalused on aromaatsed sisteemid, siis neelavad need hasti UV-kiirgust
vahemikus 230-290 nm).

Tehniliselt teostatakse UV-Vis spektrite ja lahuste neelduvuse mootmised spetsiaalse aparaadi (UV-
Vis spektromeetri) abil, mis sisaldab valgusallikat, monokromaatorit, kiivetihoidjat ja detektorit. Kui
uuritav lahus on vaga lahja v&i aine &, on vdga madal, siis ei pruugi antud lahuse neelduvus olla
moddetav, sest lahuse labimisel ei muutu kiirguse intensiivsus piisavalt. Kui aga uuritav lahus on vaga
kontsentreeritud voi aine &, on vaga korge, siis ei pruugi antud lahuse neelduvus samuti olla hasti
mdddetav, sest lahust |dbinud kiirguse hulk on liiga madal. Uldjuhul tédtab UV-Vis neelduvuse
mootmine hasti A vaartuste vahemikus 0,1...1,8 ning enamasti piitakse lahust kontsentreerida voi
lahjendada, et aine molaarne kontsentratsioon vdimaldaks saavutada proovi mootmisel just selliseid
neelduvusi vaartusi.

Tapsete arvutuste tegemiseks on sageli tarvilik teha uuritava ainega kalibratsioonikéver, valmistades
erineva kontsentratsiooniga lahuseid ning m6d6tes nende neelduvust. Ala, milles kehtib Lambert-
Beeri seadus (ehk neelduvus on vérdelises sGltuvuses aine kontsentratsioonist), on siis antud aine
puhul meetodi nn lineaarseks alaks. Kui seejarel teha mdotmised tundmatu kontsentratsiooniga
uuritava aine lahusega, siis peaks selle neeldumine langema kalibratsioonikdvera lineaarsele alale —
sel juhul on aine tdapne kontsentratsioon lineaarsest sdltuvusest kergest arvutatav.

2.6.2. Fluorestsentsi intensiivsuse mddtmine

Kui UV-Vis footon ergastab molekuli, siis thdpiliselt toimub ergastatud elektroni tagasitulek
ergastamata olekusse soojusliku relaksatsiooni kaudu (st molekul po&rkub lahuses teiste
molekulidega, andes oma energiat ara porgete tulemusena). Ménede keemiliste ainete puhul on aga
voimalik, et molekuli tagasitulekuga ergastatud olekust kaasneb valgusfootoni kiirgumine
(emissioon). Sellist ndhtust nimetatakse fotoluminestsentsiks ning selle alaliigiks on fluorestsents.
Aineid, mis on vOimelised fluorestseerima, nimetatakse vastavalt fluorofoorideks.

Kiiratav footon on tiitipiliselt madalama energiaga (ehk suurema lainepikkusega) kui kiiratav footon —
seda vOib kujutada ette nii, et osa energiast laheb slisteemis kaduma. Naiteks vdib fluorofoor
neelata UV-ala kiirgust ning seejuures emiteerida nadhtavas alas. Meenutame, et UV-alas vdivad
kiirgust neelata paljud keemilised ained, kuid fluorestsentsomadustega aineid on palju vahem. See
tahendab, et teades huvipakkuva fluorofoori omadusi, saame me valida just selle ergastamiseks
sobivat lainepikkust ning seejarel detekteerida just selle poolt emiteeritud kiirgust. Mida suurem on
fluorofoori kontsentratsioon, seda suurem on ka selle poolt kiiratud kiirguse intensiivsus. Sel viisil
saame maarata fluorofoori hulka ning mdnikord ka asukohta vagagi keerulistes bioloogilistes
sisteemides, kus vOib olla palju teisi molekule. Seda kasutatakse &ra nditeks
fluorestsentsmikroskoopia puhul (Joonis 15), kus sageli vaadeldakse fluorofooriga ihendatud valgu

asukohta rakus.

violetne

SO;R punane

R roheline
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Joonis 15. Naide fluorestsentsmikroskoobi abil tehtud pildist (rakkude kogum) ning ainete struktuurid, millega margistati
DNA (violetne), tslitoplasmas paiknev enstiim (punane) ning tsttoskeleti koostisse kuuluv valk (roheline). Foto allikas:
https://www.microscopyu.com/assets/gallery-images/fluorescence ptk25.ipg

2.6.3. Biomakromolekulide termilise stabiilsuse ja termonihke-uuringud

Neelduvuse ja fluorestsentsi intensiivsusi mddtmisi saab Uhildada ka teiste meetoditega. Naiteks
kasutatakse neelduvuse voOi fluorestsentsi detekteerimist ka biomakromolekulide ja nende
komplekside uurimiseks.

Nii valkude kui nukleiinhapete puhul saab radkida kdrgemat jarku ruumilistest struktuuridest, mis on
olulised nende biomakromolekulide funktsioonide tditmiseks. Nagu mainisime eespool, on kdrgemat
jarku struktuurid tundlikud keskkonna temperatuuri suhtes — kuna vastasmd&jud, mis selliseid
struktuure koos hoiavad, on suuremalt jaolt mitte-kovalentsed. Keskkonna temperatuuri tdusmisel
toimub seega kdrgemat jarku struktuuride jarkjarguline kadu, kuni molekuli ruumiline struktuur
muutub tdiesti ebakorraparaseks (toimub denaturatsioon). Tehes kindlaks, millisel temperatuuril on
denaturatsiooni kiirus kdige intensiivsem, on vdimalik iseloomustada biomakromolekuli stabiilsust ja
selle ruumilist struktuuri tagavate vastasmojude tugevust.

Eespool kirjeldatud votteid saab rakendada ka kaheahelalise DNA ahelatevaheliste vastasmdjude
tugevuse uurimisel. Selleks mdddetakse DNA lahuse neelduvuse kasvamist temperatuuri tdustes.
Kaheahelalise DNA kaksikheeliksis paiknevad lammastikalused ruumiliselt (ksteise ldhedal, seega
vOib piltlikult ette kujutada, et need segavad Uksteisel valgusfootonite neelamisel. DNA tiksikahel ei
oma nii korrapdrast struktuuri, mistdttu valgus padseb koigile lammastikalustele ligi. Seepdarast
kaasnebki DNA ahelatevaheliste sidemete katkemisega lahuse neelduvuse t6us. Temperatuuri, mille
juures on pool esialgsest kaheahelalise DNA hulgast lagunenud, nimetatakse sulamistemperatuuriks
(Tm; Joonis 16).
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Joonis 16. Termilise stabiilsuse uuringute naited. Vasakul: kaheahelalisest DNAst Uksikute ahelate moodustumine,
md&ddetakse lahuse neelduvust. Paremal: valgu denaturatsioon, md&detakse denatureerinud valguga seostuva varvi
fluorestsentsi. Piltide originaalid: https://www.atdbio.com/content/53/DNA-duplex-stability ja
https://de.wikipedia.org/wiki/Thermal Shift Assay#/media/File:Thermal Shift Assay diagram.svg

Valgumolekulide uuringutes kasutatakse veidi teistsugust ldahenemist. Globulaarsete valkude
denatureerimisel paljastuvad varasemalt molekuli sees paiknenud hidrofoobsed alad, mis vdivad
endaga mittekovalentselt siduda hidrofoobset varvi. Varvi fluorestsentsomadused muutuvad selle
seostumise kaigus: vaba, seostumata varv ei fluorestseeru, seevastu hiidrofoobse molekuli kiilge
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kleepunud varv omab fluorestsentsi. Sel viisil saab valgu termilist lahtivoltumist kaudselt m&ota
vaadeldava varvi fluorestsentsi intensiivsuse kasvu alusel. Analoogselt eespool mainitud mdistega
nimetatakse temperatuuri, mille juures on pool valgust denatureerunud, vastava valgu
sulamistemperatuuriks (T.; Joonis 16). Vaga korgel temperatuuril ei suuda enam ka varv pisida
lahtivoltunud valgu kiljes ning moddetava fluorestsentsi intensiivsus hakkab taas langema.

Termonihke-uuringu puhul mdddetakse, kui palju mdéjutab teatud vaiksema molekuli voi iooni
juuresolek biomakromolekuli stabiilsust. Sel juhul teostatakse termilise stabiilsuse modtmine
kodigepealt puhta biomakromolekuliga ning seejarel biomakromolekuli ja huvipakkuva aine seguga
(seejuures on oluline, et huvipakkuv aine oleks ise termiliselt stabiilsem kui biomakromolekul).
Naiteks korge afiinsusega inhibiitori seostumine ensiiiimiga teeb viimast stabiilsemaks, fikseerides
enslmi ruumilist struktuuri. Seeparast nihkub enslilim-inhibiitor kompleksi sulamistemperatuur
(TmF') puhta ensiiimi sulamistemperatuurist (7,,f) kdrgemale (Valem 11):

AT, = (TE-T—TEy>0 Valem 11

Valemist 11 Saadud termilise nihke (ATn,) vaartus korreleerub hasti inhibiitori afiinsusega ensiimi
suhtes: mida suurem on AT,, seda kdrgem on inhibiitori afiinsus ning seda madalam ensiim-
inhibiitor kompleksi tasakaaluline dissotsiatsioonikonstant. Jarelikult saab termonihke-meetodi abil
arvuliselt iseloomustada inhibiitori afiinsust enstiimi suhtes. Mdistagi tehakse antud juhul eeldus, et
fluorestsentsi m66tmiseks kasutatav hidrofoobne varv ei sega inhibiitori seostumist enstiimile ega
seostu ka ise denatureerimata ensiimile.

2.6.4. Viited

e http://tera.chem.ut.ee/~ivo/ak1/UVVIS IR.pdf
e http://tera.chem.ut.ee/~ivo/ak2/Fluo AKIl.pdf
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