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TÕRKSATE POLÜSAHHARIIDIDE  TÕRKSATE POLÜSAHHARIIDIDE  

ENSÜMAATILINE LAGUNDAMINEENSÜMAATILINE LAGUNDAMINE

Kuidas minust teadlane sai

Minu tee algus teadlaskarjääri suunas oli kõike muud kui tavapärane. Nimelt 
õnnestus mul Pärnu 6. keskkoolis 10. klassis istuma jääda. Loll ma ei olnud, aga 
mingil hetkel kadus õppimise vastu lihtsalt huvi. Klassikursust kordama ma ei 
jäänud, vaid läksin hoopis tööle. Töötasin ligikaudu viis aastat transport töölisena 
Pärnu KEK-i ladude raudteebrigaadis. Õnneks tuli mingil hetkel mõistus pähe 
ja otsustasin minna töö kõrvalt ka õppima. Kaks viimast klassi läbisin juba 
Pärnu I õhtukeskkoolis, mille lõpetasin aastal 1993. Samal aastal asusin ka Tartu 
ülikoolis bioloogiat õppima ning edasi kulges kõik juba tava pärasele teadlas-
karjääri algusele kohaselt.

Teadustööga alustasin aastal 1996, olles Tartu ülikooli taimefüsioloogia ja bio-
keemia kateedris bakalaureuseõppe tudeng. Minu esimeseks uurimisteemaks oli 
tselluloosi ensümaatiline lagundamine. Üldjoontes olen ma selle teema juurde 
tänapäevani jäänud. Minu juhendajaks oli varalahkunud dr Veljo Sild. Kuna 
Veljol olid tihedad sidemed Uppsala ülikooli biokeemia õppetooliga, siis avanes 
ka minul võimalus praktiseerimiseks Uppsalas, kus minu juhendajateks olid pro-
fessorid Göran Pettersson ja Gunnar Johansson. Sellel ajal erinesid laboratooriu-
mide sisustus ning katsete tegemiseks vajaliku aparatuuri ja muude vahendite 
kättesaadavus Rootsis ja hiljuti taasiseseisvunud Eestis nagu öö ja päev. Iga kord, 
kui parvlaevaga Rootsist Eestisse tagasi sõitsin, oli seljakott puupüsti erinevaid 
laboritöös vajalikke topsikesi ja kemikaale (reisimiseks ohutuid) täis.

Pärast Veljo ootamatut surma aastal 1999 lendasin n-ö pea ees vette. Jäin oma 
magistritöö projektiga omapead ja pidin hakkama ka tudengitele varem Veljo 
loetud ensümoloogia loengut andma. Õnneks pakkusid rootslased mulle iga-
külgset tuge. Minu visiidid Uppsalasse jätkusid ja oma doktoritöö otsustasin 
ma kaitsta Uppsala ülikoolis. Pärast doktoritöö kaitsmist aastal 2002 jätkasin 
oma teadustööd Tartu ülikooli lektorina. Soovisin jätkata oma uurimisteemaga 
ja seetõttu ei liitunud ma mõne juba välja kujunenud uurimisrühmaga. Algus 
oli vaevaline, kuid sihikindel töö uudsete meetodite väljatöötamisega tsellu-
loosi lagundavate ensüümide uurimiseks tõi lõpuks edu. Kuigi olin olude sunnil 
pidanud oma teadustöös olema suuresti iseseisev juba pikemat aega, avaldasin 
esimesed päris iseseisva teadlasena valminud artiklid aastal 2010 (Velleste jt, 2010; 
Jalak, Väljamäe, 2010). Selleks ajaks olin vastutav täitja juba ka teadusgrantides 
ning sain enda juhendada ka esimesed doktorandid. 
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Tõrksad polüsahhariidid

Tõrksad polüsahhariidid on koondnimetus, mille alla kuuluvad tselluloos ja kitiin. 
Mõlema puhul on tegemist struktuursete polüsahhariididega ehk sahhariididega, 
mille oluliseks funktsiooniks on raku või organismi struktuuri tagamine. Tselluloos 
on taimeraku kestade põhikomponent, vastutades näiteks selle eest, et ka 100 meetri 
kõrgused puud kokku ei vajuks. Peaasjalikult kitiinist koosnev kest aga tagab 
putukate ja koorikloomade välise kuju. Oma ülesannetest lähtuvalt peavad struk-
tuursed polüsahhariidid olema tugevad ja vastupidavad. Keemiliselt koostiselt on 
tselluloos küllaltki lihtne. Tegemist on glükoosimolekulidest koosneva polümeeriga. 
Glükoosimolekulid on teineteisega ühendatud β-1,4-glükosiidsete sidemete kaudu, 
moodustades keti, mida nimetatakse tselluloosiahelaks (joonis 1A). Ühes ketis 
võib olla mitu tuhat lüli ehk glükoosiühikut. Vastupidavaks ei tee tselluloosi aga 
mitte glükoosimolekule ühendav glükosiidne side, vaid paljude tselluloosiahelate 
omavaheline kombineerumine kristallilisteks struktuurideks (joonis 1A).

Vahemärkusena võib öelda, et varupolüsahhariid tärklis, mille funktsiooniks on 
organismi glükoosivaru säilitamine, koosneb samuti glükosiidsete sidemetega 
ühendatud glükoosimolekulidest, kuid on samas kergesti lagundatav. Suur vahe 
tuleneb keemilises mõistes väikesest asjast. Nimelt esinevad tärklises pisut 
erinevad glükosiidsed sidemed (α-1,4 sidemed), mis ei võimalda sirgete glükoosi-
ahelate ja sealt edasi kristalliliste struktuuride moodustumist. Lisaks kristallilisele 
struktuurile suurendavad tselluloosi vastupidavust veel temaga seostunud teised 
polümeerid, nagu erinevad hemitselluloosid ja ligniin (joonis 1A). Ligniini ja 
hemitselluloosidega seotud tselluloosi nimetatakse lignotselluloosiks. 

Kitiin on oma ehituselt tselluloosiga sarnane, kuid siin on ahelad moodus-
tunud β-1,4-glükosiidsete sidemete kaudu ühendatud N-atsetüül-glükoosamiini 
molekulidest (joonis 1B). Ka kitiiniahelad moodustavad omavahel seondudes 
kristallilisi struktuure. Sarnaselt tselluloosiga suurendab kitiini vastupidavust 
seostumine teiste polümeeridega, milleks on kitiini puhul valgud, aga ka kitiin-
valk- kompleksi ladestunud mineraalsoolad (joonis 1B). 

Tõrksate polüsahhariidide lagundamine looduses

Tselluloos on Maal enim levinud biopolümeer ja tema koostisesse on kaasatud 
suur hulk orgaanilisest süsinikust. Arvatakse, et igal aastal sünteesitakse Maal ligi-
kaudu 200 miljardit tonni lignotselluloosi ja ligikaudu sama palju ka lagundatakse 
(Chandel, Singh, 2011). Looduses peab valitsema tasakaal (Raud, 1984). Nagu ena-
miku biomolekulide puhul, nii on ka tselluloosi sünteesil algallikaks süsihappegaas. 
Taimed, vetikad ja veel mõningad elusorganismid on võimelised valgusenergia 
toel sünteesima süsihappegaasist (CO2) glükoosi ja sealt edasi tselluloosi. Teine 
seltskond organisme, nagu loomad, kelle hulka kuulume ka meie, kasutab taimede 
poolt sünteesitud biomolekule, et saada sealt eluks vajalikku ainet ja energiat. Selle 
tulemusena hingatakse toidust saadud süsinik CO2-na välja ja ring võib uuesti alata. 
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Joonis 1. Tselluloos ja kitiin on ensüümide jaoks raskesti lagundatavad, tõrksad polüsahhariidid. 
A. Tselluloosiahelad koosnevad omavahel β-1,4-glükosiidsete sidemetega ühendatud glükoosi 
molekulidest. Üks ahel võib koosneda rohkem kui tuhandest glükoosiühikust, aga igal ahelal on 
ainult kaks otsa, redutseeriv ja mitteredutseeriv ots. Tselluloosiahelad agregeeruvad omavahel, 
moodustades kristallilisi struktuure, milles esinevad ka vähem korrapärased, amorfsed piir-
konnad. Tselluloosi tõrksus tuleneb lahustumatutesse kristallilistesse struktuuridesse pakitud 
glükosiidsete sidemete halvast ligipääsetavusest. Lignotselluloosi puhul raskendab ligipääsu veel 
tselluloosikristallide seotus teiste polümeeridega, nagu erinevad hemitselluloosid ja ligniin.  
B. Kitiin on oma ehituselt tselluloosiga sarnane, kuid siin on polümeeriahelad moodustunud 
omavahel β-1,4-glükosiidsete sidemetega ühendatud N-atsetüülglükoosamiini molekulidest.  
Ka kitiiniahelad moodustavad omavahel agregeerudes kristallilisi struktuure. Kitiini kristallid on 
omakorda seotud valkudega ning sinna ladestunud mineraalsooladega. Paneel A on kohandatud 
artiklist Doherty jt (2011) ning paneel B artiklist Ifuku, Saimoto (2012).

Tselluloosi lagundamise eest vastutavad eelkõige mikroorganismid, seened ja 
bakterid. Selleks, et tselluloosist toituda, tuleb see kõigepealt glükoosi tasemele 
lagundada. Viimane ei ole aga lihtne ülesanne. Elusorganismid kasutavad oma 
eluks vajalike keemiliste reaktsioonide läbiviimisel ensüümide abi. Ensüümid 
on elusale omased katalüsaatorid. Definitsiooni kohaselt on katalüsaator subs-
tants, mis kiirendab keemiliste reaktsioonide toimumist, jäädes ise reaktsiooni 
lõppedes oma esialgsele, muutmata kujule.
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Ensüümi poolt katalüüsitava reaktsiooni lähteainet nimetatakse antud ensüümi 
substraadiks. Selleks, et glükoos tselluloosse substraadi küljest kätte saada, on 
vaja lõhkuda glükoosimolekule tselluloosiahelas koos hoidvad glükosiidsed 
sidemed. Valdavas osas toimub glükosiidse sideme lagundamine looduses hüd-
rolüüsi reaktsioonis. Glükosiidsele sidemele liidetakse veemolekul ja see viib 
sideme katkemisele (joonis 2A). Iseenesest ei ole glükosiidse sideme lagun-
damine ensüümidele kuigi suur väljakutse. Näiteks on toosisuhkrus (sahha-
roos) glükoosi- ja fruktoosimolekuli ühendava glükosiidse sideme hüdrolüüsi 
katalüüs ensüümidele lihtne ülesanne. Sahharoos on vees lahustuv suhkur ja 
sealne glükosiidne side on ensüümidele lihtsasti ligipääsetav. Tselluloos on aga 
vees lahustumatu ja kristallilisse struktuuri peidetud glükosiidsed sidemed on 
ensüümidele raskesti ligipääsetavad. Lignotselluloosi puhul teevad asja veelgi 
hullemaks tselluloosiga seondunud hemitselluloosid ja ligniin (joonis 1A).

Lahustumatule substraadile ligipääsu raskendab asjaolu, et ka ensüümid ise 
on suured molekulid (joonis 2B). Tegemist on sadadest aminohapetest koos-
nevate valkudega, kusjuures vahetult katalüüsis osalevad neist ainult mõningad. 
Katalüütiliselt olulised aminohapped paiknevad ensüümi piirkonnas, mida 
nimetatakse aktiivtsentriks. Evolutsiooni käigus on tselluloosi lagundavate 
ensüümide aktiivtsentri ehitus arenenud kahe äärmuse suunas (Payne jt, 2015). 
Tsellobiohüdrolaaside aktiivtsenter on tunnelikujuline ja sinna mahub enam 
kui 10 glükoosiühiku pikkune tselluloosiahela osa (joonis 2B). Kui ensüümil 
on õnnestunud leida tselluloosiahela ots (igal ahelal on kaks otsa ja nii on ka 
1000 glükoosiühiku pikkusel tselluloosiahelal ainult kaks otsa), siis siseneb see 
aktiivtsentri tunnelisse ja liigub, kuni glükosiidne side on õigesti paigutunud 
hüdrolüüsi läbiviimiseks. Pärast ühe sideme hüdrolüüsi lahkub lahustuv pro-
dukt (kahest glükoosiühikust koosnev tsellobioos) ning tselluloosiahel liigub 
piki tunnelit kahe glükoosiühiku võrra edasi, et katalüüsida järgmise sideme 
hüdrolüüsi. Nii korduvad hüdrolüüs ja edasiliikumine, kuni tselluloosiahel saab 
otsa (on täielikult lagundatud) või juhtub ensüüm ahela küljest lahti tulema ehk 
dissotsieeruma.

Tunnelikujulise aktiivtsentri ehituse mõte ongi ensüümi tselluloosiahela küljes 
kinnihoidmine, et kord leitud ja „üles korjatud“ ahelaotsast võimalikult palju 
tulu (lahustuvat suhkrut) tõuseks. Ensüümi võimet teostada rida järjestikusi kata-
lüüsiakte ühe seostumisakti kohta nimetatakse protsessiivsuseks. Numbriliselt 
väljendatuna näitab tsellobiohüdrolaaside protsessiivsus tselluloosiahela küljest 
vabastatud suhkrumolekulide arvu ühe ahelaotsale seostumise kohta.

Tunnelikujulise aktiivtsentriga tsellobiohüdrolaasidele vastanduvad avatud 
aktiivtsentri ehitusega tsellulaasid ehk endoglükanaasid. Endoglükanaasidel ei 
ole vaja üles leida tselluloosiahela otsa, kuna nende avatud aktiivtsentri ehitus 
võimaldab katalüüsida glükosiidse sideme hüdrolüüsi suvalisest positsioonist 
tselluloosiahelal. Täpsemalt väljendatult eelistavad nad siiski vähem korrapärase 
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ehitusega tselluloosikristallide piirkondi ehk amorfseid piirkondi (joonis 1A). 
Paraku ei ole endoglükanaasid protsessiivsed ja liiguvad peale ühte või mõnda 
katalüüsiakti uude kohta tselluloosikristalli pinnal. Kuna rohkem kui kuuest 
glükoosiühikust koosnevad tselluloosiahela osad (tsellooligosahhariidid) on 
lahustumatud, siis jäävad endoglükanaaside tekitatud ahelasisesed lõiked tihti-
peale tselluloosikristalli koosseisu. Eraldi võetuna jäävad endoglükanaasid oma 
võimekuse poolest kristallilist tselluloosi lagundada tsellobiohüdrolaasidele 
selgelt alla.

Ilmselgelt ei ole loodus leidnud ühte superensüümi, mis saaks iseseisvalt tsellu-
loosi lagundamisega hakkama. Valitud on teine tee, kus tõrksate polüsahhariidide 
lagundamiseks kasutatakse erinevate ensüümide koostoimet ehk sünergiat. Näi-
teks tekitavad endoglükanaasid tselluloosikristallile uusi tselluloosiahela otsi, 

Joonis 2. Tselluloosi hüdrolüüs. A. Tselluloosiahelas glükoosiühikuid ühendava β-1,4-glükosiidse 
sideme katkemine hüdrolüüsi reaktsioonis. Veemolekulist pärinev hapnikuaatom (punane) jääb 
glükosiidses sidemes olnud glükoosiühiku redutseerivasse otsa. Tselluloosiahela redutseeriva 
ja mitteredutseeriva otsa poole jäävad ahelaosad on tähistatud vastavalt R1 ja R2. B. Tselluloosi 
hüdrolüüsi katalüüsivad ensüümid, mis koondatakse ühise nimetuse – tsellulaasid – alla (pildil 
on Trichoderma reesei tsellobiohüdrolaas TrCel7A, varem tuntud kui CBH I). TrCel7A koosneb 
väiksemast tselluloosile seondumise domeenist, mis on ühendatud suurema katalüütilise 
domeeniga. Katalüütilises domeenis paikneb tunnelikujuline aktiivtsenter, kus toimub glükosiidse 
sideme hüdrolüüs. TrCel7A puhul on hüdrolüüsil vabanevaks lahustuvaks produktiks kahest 
glükoosiühikust koosnev disahhariid, tsellobioos (näidatud tselluloosiahelast eraldiseisvana). 
Paneeli B autor on Christina Divne (1998) (Väljamäe, 2002).
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mis on stardikohtadeks protsessiivsetele tsellobiohüdrolaasidele. Tule museks 
on niinimetatud endo-ekso-sünergism, mis väljendub ensüümsegu suuremas 
aktiivsuses võrrelduna eraldivõetud endoglükanaasi ja tsellobiohüdrolaasi 
aktiivsuste summaga. Lignotselluloosi lagundamise puhul esineb sünergism ka 
tselluloosil, hemitselluloosil ja ligniinil aktiivsete ensüümide vahel. Organismide 
poolt lignotselluloosi lagundamiseks sünteesitud ensüümide kogum on muljet 
avaldav. See koosneb tihtipeale sadadest erinevatest ensüümidest, mis erinevad 
oma substraadi spetsiifilisuse ja/või toimemehhanismi poolest. 

Inimkonna suurenev huvi tõrksate polüsahhariidide vastu

Inimesed on puitu kasutanud nii kütteallikana kui ka ehituseks juba ürgajast 
alates. Viimasel aastakümnel on aga hoogustunud võimaluste otsimine, asen-
damaks fossiilsetel maavaradel põhinevat tootmist lignotselluloosist lähtuva 
tootmisega. Peamiseks tõukejõuks on siin kliima soojenemine ja selle seotus 
süsihappegaasi sisaldusega atmosfääris. Looduses on asjad tasakaalus ja nii-
palju kui taimed CO2-te atmosfäärist fikseerivad, niipalju loomad seda sinna ka 
tagastavad. Kasutades fossiilseid maavarasid, nagu nafta, maagaas või kivisüsi, 
toome maa alt välja sinna peidetud ja seal „lukus“ oleva orgaanilise süsiniku. 
Põletades fossiilseid kütuseid või neist valmistatud tooteid, vabastame atmosfääri 
n-ö inimtekkelist CO2-te. Lignotselluloosist valmistatud kütuste või toodete 
puhul vabastame samuti atmosfääri CO2-te, kuid tervikuna süsinikku ringlusesse 
ei lisandu, kuna lignotselluloosis olnud orgaaniline süsinik võeti lähiminevikus 
taimede poolt atmosfäärist ära.

Tselluloosi väärindamisel erinevateks produktideks võib rääkida kahest erine-
vast strateegiast. Esimese puhul säilitatakse tselluloosi polümeerne struktuur. 
Lignotselluloosist eraldatakse ligniin ja hemitselluloosid ning tselluloosist 
valmistatakse tema töötlemise või modifitseerimise kaudu erinevate omadus-
tega materjale. Palju räägitakse n-ö nanotselluloosist, kus tselluloosikristallide 
mõõtmed jäävad alla ühe mikromeetri. Nanotselluloosil on palju rakendusi, mis 
ulatuvad materjalitööstusest kuni meditsiinini.

Teist lähenemist nimetatakse suhkrupõhiseks strateegiaks ja see hõlmab tsellu-
loosi lagundamist lahustuvate suhkrute tasemele. Neist on võimalik näiteks 
mikroorganismide vahendusel sünteesida ühendeid, mis leiavad kasutust kütus-
tena või keemiatööstuse lähteainetena. Klassikaliseks näiteks on mootorikütuse 
lisandina kasutatav bioetanool, mille tootmisel tselluloosist vabanenud glükoos 
fermenteeritakse pärmide poolt etanooliks (Chandel, Sinh, 2011). Suure tähele-
panu all on erinevate mikroorganismide otsimine (ja nende modifitseerimine), 
võimaldamaks nii tselluloosist kui ka hemitselluloosidest vabanenud suhkrute 
konverteerimist erinevateks ühenditeks. Ligniini väärindamine on samuti inten-
siivse uurimise objektiks (Glasser, 2019). Selle osa lõpetuseks tahan mainida, 
et lignotselluloosi biokeemilisel väärindamisel ei lähtuta ehitusmaterjaliks 
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kõlbulikust puidust, see oleks juba alaväärindamine. Biokeemilisel väärin-
damisel leiavad kasutust metsatööstuse ja põllumajanduse jääkproduktid.

Meie teadusrühma panus tselluloosi lagundamise mehhanismide  
välja selgitamisel

Selleks, et mõista meie panust tselluloosi ensümaatilise hüdrolüüsi uurimisele, 
tuleb selle mehhanismi natuke detailsemalt kirjeldada. See on keeruline prot-
sess, mis hõlmab terve rea järjestikuseid etappe. Vaatame toimuvat protsessiivse 
tsellobiohüdrolaasi näitel. Nagu eelnevalt mainitud, toimub glükosiidse sideme 
hüdrolüüs tunnelikujulises aktiivtsentris. Nii nagu paljude teiste ensüümide, nii 
võib ka tsellobiohüdrolaaside puhul rääkida erinevatest domeenidest. Domeen 
on ensüümimolekuli struktuuris selgelt eristuv „allüksus“. Ensüümid on vaadel-
davad molekulaarsete masinatena. Tihtipeale on erinevatel domeenidel oma 
kindel ülesanne masina kui terviku toimimises.

Tsellobiohüdrolaasi puhul eristuvad selgelt kaks domeeni – katalüütiline domeen, 
kus paikneb aktiivtsentri tunnel, ja väiksem seostumisdomeen, millel on võime 
seostuda tselluloosikristalli pinnale (joonis 2B). 

Esimeseks etapiks tselluloosi hüdrolüüsil ongi ensüümi seostumine tselluloosi-
kristalli pinnale (joonis 3A). Sellele järgneb tselluloosiahela otsa „üleskorja-
mine“ ja sisenemine aktiivtsentri tunnelisse. Ahel liigub piki tunnelit (täpsemalt 
öeldes on tselluloosikristalliga seotud ahel paigal ja liigub ensüümimolekul), 
kuni glükosiidne side on jõudnud tema hüdrolüüsi katalüüsivate aminohapete 
suhtes õigesse positsiooni. Edasi toimub glükosiidse sideme katkemine hüdro-
lüüsi reaktsioonis. Pärast lahustuva produkti lahkumist liigub ensüüm piki ahe-
lat sammukese edasi ja hüdrolüüs kordub (joonis 3A). Vahelduvad ensüümi 
edasisammumised ja sidemete hüdrolüüsid kestavad kuni (i) ahel saab otsa, 
(ii) ensüüm juhtub ahelalt lahkuma või (iii) ensüüm kohtab takistust, mis ei 
võimalda edasisammumist (joonis 3B). Kui mingi keemiline reaktsioon hõlmab 
rea järjestikuseid etappe, siis on reaktsiooni kui terviku toimumise pudelikaelaks 
kõige aeglasem etapp. 

Tavapärane katseline lähenemine hõlmab ensüümi ja tselluloosi kokkusegamist 
ning tekkinud lahustuva produkti hulga määramist erinevate ajavahemike järel. 
Mida rohkem lahustuvat produkti ajaühiku kohta tekib, seda kõrgem on ensüümi 
aktiivsus. Erinevates katseseeriates muudetakse kas tselluloosi või ensüümi 
kontsen tratsiooni (kogus ruumalaühiku kohta; mida kõrgem kontsentratsioon 
seda „kangem lahus“) või muid katsetingimusi, nagu pH ja temperatuur. Minu 
iseseisvale teadlaskarjäärile pani aluse äratundmine, et lihtsalt erinevates vahe-
kordades ensüümi ja substraadi kokkusegamisest ei piisa. Vaja on välja mõelda 
erinevaid katseskeeme ja nippe, mis võimaldaksid määrata üksiketappide läbi-
mise kiirust. Eesmärgiks sai pudelikaela leidmine. Miks seda pudelikaela otsime 
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Joonis 3. Protsessiivse tsellobiohüdrolaasi (CBH) poolt katalüüsitav tselluloosi hüdro-
lüüs ja sünergistlik koostoime endoglükanaasiga (EG). A. CBH vahendatud tselluloosi 
hüdrolüüs sisaldab rea järjestikuseid üksiketappe, mille läbimisajad (numbri lised 
väärtused on joonisel esitatud) on määratud vastavate kiiruskonstantide poolt. 
Kõigepealt toimub seostumisdomeeni vahendatud seostumine tselluloosikristalli 
pinnale (a). Seostumisele järgneb tselluloosiahela otsa „üleskorjamine“ (b) ja liikumine 
piki aktiivtsentri tunnelit, kuni glükosiidne side on õigesti paigutunud hüdrolüüsi 
läbiviimiseks (c). Pärast sideme hüdrolüüsi (d) ja lahustuva produkti lahkumist (e) 
liigub ensüüm piki tselluloosiahelat edasi (f). Etapid d–f korduvad (keskmiselt Papp 
korda, kus Papp on näiline protsessiivsus), kuni tselluloosiahel on lõpuni lagundatud 
või juhtub ensüüm tselluloosilt lahkuma. B. Meie poolt välja pakutud „takistuste 
mudeli“ kohaselt on CBH protsessiivsus määratud keskmise takistuste vaba tee (nvaba) 
pikkuse poolt. Reaktsiooni kui terviku kiiruse määrab takistuste (lainelised jooned) 
taga „istuva“ CBH aeglane lahkumine (keskmine läbimisaeg 25 min). C. Uudse 
endo-ekso-sünergismi mehhanismi kohaselt lagundavad avatud aktiivtsentri ehitusega 
endoglükanaasid CBH-dele takistuseks olevad ebakorrapärase struktuuriga,  
amorfsed piirkonnad. Tselluloosi lagundamisel pudelikaelaks olnud CBH lahkumine 
takistuste tagant sai eemaldatud ja nüüd määrab kogureaktsiooni kiiruse juba tsellu-
loosiahela fragmendi (keskmise pikkusega DPpind) lõpuni lagundamine CBH poolt 
(keskmine läbimisaeg 33 s). Joonis on kohandatud artiklist (Jalak jt, 2012).
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ja mida selle leidmine meile annab? Pudelikaela väljaselgitamine võimaldab 
meil teadlikult ja suunatult hakata otsima võimalusi tema „läbimõõdu suurenda-
miseks“ ehk siis just selle üksiketapi läbimiskiiruse suurendamiseks.

Pudelikaela määratlemiseks asusime valmistama erinevaid tselluloosi mudel-
substraate. Näiteks liitsime tselluloosiahela otsale fluorestseeruva molekuli, nagu 
antraniilhape (Velleste jt, 2010) või 2,6-diaminopüridiin (Kurašin, Väljamäe, 
2011), mis on n-ö ahelaotsa märkeks. Sellise substraadi hüdrolüüsil vabaneb 
lisaks tavalistele lahustuvatele suhkrutele ka suhkruid, mis kannavad enda küljes 
fluorestseeruvat märget. Fluorestsentsi saab väga tundlikult ja muudest suhkrutest 
sõltumatult määrata. See võimaldas meil lisaks ensüümi üldisele aktiivsusele 
saada informatsiooni juba selle kohta, kui paljudest ahelaotstest on hüdrolüüsi 
alustatud. Lisaks kasutasime juba ensüümidega töödeldud tselluloosi „märgis-
tamist“, mis võimaldas meil määrata ensüümide poolt tselluloosile tekitatud 
uute ahelaotste arvu.

Kombineeritult võimaldas sellise katseskeemi kasutamine meil esmakordselt 
numbriliselt määrata tsellulaaside protsessiivsust. Leidsime, et tsellobiohüdro-
laasid vabastavad 20–100 (sõltuvalt substraadi omadustest, nagu kristallilisus 
või polümerisatsiooni aste) lahustuvat suhkrut ühe hüdrolüüsi alustamise kohta. 
Endoglükanaaside puhul jäi vastav number vahemikku 2–5 (Kurašin, Väljamäe, 
2011). Lisaks protsessiivsuse määramisele võimaldas fluorestsentsmärgistamine 
hinnata ka tsellulaaside substraadilt lahkumise kiiruskonstandi (koff) väärtust. 
Huvitava asjaoluna selgus, et tsellobiohüdrolaaside aktiivsus on limiteeritud just 
sellega, kui aeglaselt lahkutakse tselluloosiahelalt. Kui ühe glükosiidse sideme 
hüdrolüüsi kiiruskonstant oli endoglükanaasidel ja tsellobiohüdrolaasidel samas 
suurusjärgus, siis koff väärtused erinesid kuni 1000 korda. Siit järeldus, et need 
kaks ensüümide gruppi on evolutsioneerunud erinevate koff väärtuste suunas 
(Kurašin, Väljamäe, 2011).

Keerulise reaktsiooni üksiketappide kiiruste ja protsessiivsuse määramine võimal-
das meil välja pakkuda „takistuste mudeli“. Selle kohaselt määrab tsellobio-
hüdrolaaside protsessiivsuse tselluloosikristallil esinevad takistused, mis ei 
võimalda ensüümil mööda tselluloosiahelat edasi sammuda. Takistuse tagant 
pääseb vaid tselluloosiahelalt lahkumise kaudu ja see on tänu madalale koff väärtu-
sele aeglane (joonis 3B). Takistusteks võivad olla ebaregulaarsed piirkonnad 
tselluloosikristalli pinnal (tselluloosiahelad on risti-rästi); lignotselluloosi puhul 
ka tselluloosiga seostunud hemitselluloosid ja ligniin.

Takistuste mudel võeti teadlaskonnas hästi vastu. Samuti leidis ahelalt lahkumine 
kui pudelikael kinnitust teiste teadlaste poolt. Nimelt olid insenergeenetiliselt 
suurendatud koff väärtusega ensüümi variandid oma „metsiktüüpi“ partne ritega 
võrreldes märksa aktiivsemad (Kari jt, 2014). Eeltoodu on heaks näiteks teadmiste-
põhisest ensüümide muutmisest. Tänapäevaste insenergeneetiliste vahendite abil 
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on lihtne vahetada mingi aminohape mingis kindlas asukohas teise vastu (näiteks 
trüptofaan positsioonis 248 alaniini vastu). Seda juhuslikult tehes oleks vaja läbi 
proovida sadu erinevaid positsioone. Pudelikaela teadvustamine aga võimaldab 
suunata jõupingutused just sellele ensüümi piirkonnale, mis võiks olla vastutav 
pudelikaela läbimise eest (selle piirkonna kohta annab informatsiooni ensüümi 
struktuuri analüüs). Takistuste mudel on oluline ka ensüümidevahelise koostöö 
mõistmisel. Nimelt võib eeldada, et kõik ensüümid, mis on võimelised takistusi 
eemaldama, soodustavad tsellobiohüdrolaaside tööd. Omalt poolt pakkusime välja 
uudse endo-ekso-sünergismi mudeli (Jalak jt, 2012). Endoglükanaasi puudumisel 
on kiirust piiravaks etapiks takistuse taga istuva tsellobiohüdrolaasi lahkumine 
(keskmine läbimisaeg ca 30 min) (joonis 3B). Endoglükanaas lagundab takis-
tuseks olevad ebakorrapärased tselluloosikristalli piirkonnad ja tsellobiohüdrolaas 
saab lahkuda tselluloosiahela lõpuni hüdrolüüsimise teel (keskmine läbimisaeg 
ca 30 s) (joonis 3C).

Lisaks fluorestsentsmärgistamisele andis meie tööle tugeva tõuke ka radioaktiiv-
selt (süsiniku isotoobi 14C-ga) märgistatud tselluloosi ja kitiini süntees ja raken-
damine. Need substraadid pakkusid alternatiivseid lähenemisi protsessiivsuse 
(Jalak jt, 2012) ja koff määramiseks (Kurašin jt, 2015), andes meie tulemustele 
kaalu juurde. Teaduses on niimoodi, et mida rohkemate erinevate meetoditega 
mingi järeldus on kinnitatud, seda suurem on kindlus, et see järeldus on tõene. 
Lisaks võimaldasid 14C-märgistatud substraadid detailselt uurida ensüümide 
inhibitsiooni oma reaktsiooni produkti poolt. Nimelt on 14C-märgisega pro-
dukti lihtne määrata reaktsioonikeskkonda inhibiitorina lisatud produkti taustal 
(Teugjas, Väljamäe, 2013).

Paljud ensüümid on oma produkti poolt inhibeeritavad. See vähendab ensüümide 
efektiivsust olukordades, kus produkt akumuleerub kõrgetes kontsentratsioo-
nides. Selline olukord esineb näiteks tööstuses, kus majanduslikult on kasulik 
lignotselluloosi lagundamine tema kõrgetel kontsentratsioonidel. Tulemuseks 
on ka produktide (lahustuvate suhkrute) akumuleerumine kõrgetes kontsent-
ratsioonides ja ensüümide töö pidurdumine. Sellest tulenevalt on oluline leida 
ensüüme või nende insenergeneetiliselt muudetud variante, mis oleksid inhibit-
siooni suhtes vähem tundlikud. Nagu eelnevalt koff kontekstis mainitud, tuleb ka 
siin kasuks inhibitsiooni mehhanismi detailne tundmine, mis võimaldab suunata 
meie tähelepanu just inhibitsiooni eest vastutavatele ensüümipiirkondadele. 

Tõrksate polüsahhariidide lagundamise mehhanismi on aidanud mõista ka meie 
poolt välja töötatud meetodid, mis võimaldavad määrata tselluloosile seostunud 
ensüümi erinevaid olekuid. Ensüümide ja eriti just polümeersetel ja/või lahustu-
matutel substraatidel töötavate ensüümide puhul esineb tihti n-ö mitteproduktiiv-
set seostumist. Näiteks võib olla mingi osa ensüümidest tselluloosile seondunud 
ainult seostumisdomeeni kaudu. Kuna aktiivtsentris tselluloosiahelat ei ole, siis 
ei katalüüsi selliselt seostunud ensüüm tselluloosi hüdrolüüsi. Meie poolt välja 
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töötatud meetodid võimaldasid lisaks ainult seostumisdomeeni vahendusel seo-
tud ensüümile eristada ka aktiivtsentri tunneli kaudu seotud produktiivseid ja 
mitteproduktiivseid ensüümi olekuid (Jalak, Väljamäe, 2014; Kuusk jt, 2015). 
Ka need teadmised on olulised, leidmaks või disainimaks ensüüme, mille puhul 
oleks mitteproduktiivse seostumise osakaal väiksem.

Lüütilised polüsahhariid-monooksügenaasid (LPMO-d) –  
uudsed ensüümid tõrksate polüsahhariidide lagundamisel

LPMO-d kui valgud olid teada juba varasemast ajast, kuid mingit konkreetset 
katalüütilist aktiivsust nende puhul ei täheldatud. Näiteks võib tuua kitiini lagun-
dava bakteri Serratia marcescens valgu CBP21. CBP21 oli võimeline seostuma 
kitiinile (lühend CBP tulebki inglisekeelsest nimetusest chitin binding protein 
ehk kitiinile seostuv valk) ja soodustama ka kitinaaside poolt katalüüsitavat 
kitiini hüdrolüüsi, kuid sellega meie teadmised ka piirdusid (Vaaje-Kolstad jt, 
2005). Täheldatud oli ka sarnaste valkude positiivset mõju lignotselluloosi lagun-
damisele (Harris jt, 2010). Aastal 2010 tehtud ja valdkonna jaoks murrangulise 
avastusega näitasid norra teadlased eesotsas professor Vincent Eijsinkiga, et 
CBP21 katalüüsib glükosiidse sideme katkemist kitiinis, kuid ei tee seda mitte 
hüdrolüüsi kaudu, vaid oksüdatiivses reaktsioonis (joonis 4A) (Vaaje-Kolstad 
jt, 2010). Nagu suurte avastuste puhul tihti juhtub, võib ka siin öelda, et selle 
avastuseni ei jõutud planeeritult, vaid selle otsa komistati. Nimelt uuris profes-
sor Eijsinki uurimisrühm erinevate metalliioonide mõju CBP21 seostumisele 
kitiiniga. Prooviti ka kahevalentset rauaiooni (Fe2+). Kuna Fe2+ on õhuhapniku 
juuresolekul ebastabiilne, oksüdeerudes kolmevalentseks rauaiooniks (Fe3+), 
siis lisati reaktsioonikeskkonda askorbiinhapet (tuntud ka kui vitamiin C), mis 
redutseerib Fe3+ tagasi Fe2+ tasemele. Saadigi positiivne efekt kitiini lagunda-
misele. Üllatusena selgus, et rauaioonil ei olnud sellega mingit pistmist, vaid 
oluline oli hoopis askorbiinhape. 

Edasised uuringud olid juba planeeritult suunatud ja tulemuseks oli LPMO 
katalüütilise aktiivsuse avastamine. CBP21 katalüüsis β-1,4-glükosiidse sideme 
lõhustumist kitiinis, kasutades kosubstraatidena O2 ja askorbiinhapet. Hapniku 
molekuli O2 redutseerimiseks veemolekuli H2O tasemele on vajalik nelja elekt-
roni ülekanne. Kaks neist võeti kitiinilt ja kaks askorbiinhappelt. Hapniku-
molekulis olevatest hapnikuaatomitest üks seoti kitiini külge (sellest ka nimetus 
monooksügenaas) ja teine läks veemolekuli koosseisu (Vaaje-Kolstad jt, 2010). 
CBP21 oksüdatiivse mehhanismi avastamisele järgnes intensiivne LPMO-de 
otsimine. Neid leiti paljudest organismidest, mis kuulusid erinevatesse elus-
looduse taksonitesse. Nende aktiivsust kirjeldati paljudel substraatidel, nagu 
tselluloos, tärklis ja erinevad hemitselluloosid. Kuna LPMO-d soodustasid teiste 
ensüümide tööd, siis hakati neid lisama ka kaubanduslikesse lignotselluloosi 
lagundamiseks mõeldud ensüümsegudesse (Johansen, 2016). 
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Joonis 4. Tõrksate polüsahhariidide oksüdatiivne lagundamine. A. Tselluloosiahelas 
glükoosiühikuid ühendava β-1,4-glükosiidse sideme katkemine oksüdatiivses reakt-
sioonis. Vesinikperoksiidist (H2O2) pärinev hapnikuaatom (punane) jääb, sõltuvalt 
ensüümi (LPMO) regioselektiivsusest, kas glükosiidses sidemes olnud glükoosiühiku 
endisesse redutseerivasse (C1 oksüdeerimine) või mitteredutseerivasse (C4 oksü-
deerimine) otsa. Tselluloosiahela redutseeriva ja mitteredutseeriva otsa poole jäävad 
ahelaosad on tähistatud vastavalt R1 ja R2. B. Kahjuliku kõrvalreaktsioonina toimub 
ka H2O2 vahendatud redutseerija (antud juhul askorbiinhape) oksüdeerimine, millega 
kaasneb LPMO pöördumatu inaktivatsioon. C. LPMO (antud juhul CBP21) vahenda-
tud tõrksa polüsahhariidi lagundamine. H2O2 sõltuva katalüüsi puhul on redutseerija 
(e-) juuresolek vajalik ainult ensüümi viimiseks tema katalüütiliselt aktiivsesse vormi 
(CBP21-CuI). Polüsahhariidi oksüdeerimise tulemusena tekivad nii lahustuvad (tõe-
näosusega α) kui ka lahustumatud (tõenäosusega 1 – α) produktid. Monosahhariidi 
ühikute keskmine arv lahustuvas produktis (NAGekv) on n. Paralleelselt polüsahhariidi 
lagundamisega toimub ka LPMO inaktivatsioon, kuid viimase efektiivsus on ligikaudu 
1000 korda madalam (võrdle kcat/KM(H2O2) ja ki väärtusi). Kuigi joonisel on toodud 
tõrksa polüsahhariidi lagundamine kitiini näitel, toimib samasugune reaktsiooniskeem 
ka tselluloosi puhul. Ensüümkineetika parameetrite ning n ja α väärtused sõltuvad 
LPMO ja polüsahhariidi omadustest ning keskkonnatingimustest, nagu pH ja tempe-
ratuur, kuid on katseliselt määratavad. Paneelid A ja B on kohandatud artiklist Kuusk, 
Väljamäe, 2021 ning paneel C artiklist Kuusk jt, 2018.

Kuidas meie LPMO-de uurimiseni jõudsime

Mäletan, et kui aastal 2011 minu käest küsiti, et kas liitun ka LPMO uurin-
gute buumiga, siis vastasin, et ilmselt mitte. Minu labori külmkapis LPMO-sid 
ei olnud. Meil ei olnud ka selget eelist mingi unikaalse katsesüsteemi näol. 
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Minu uurimisrühm on ikka olnud väike ja lihtsalt teistega sama sorti katseid 
tehes me suuremate rühmadega võistelda ei jõua. Juhtus aga nii, et aastal 2015 
sain rahastuse koostööprojektile, mille teiseks osapooleks olid Norra teadlased 
Morten Sørlie ja ülal mainitud Vincent Eijsink. Eesmärgiks oli uurida bakteri 
Serratia marcescens kitinaaside protsessiivsust ja toimemehhanismi. Norra pool 
saatis mulle erinevad ensüümid ja meie rakendasime nende uurimiseks meie 
poolt välja töötatud uudseid meetodeid. Palusin saata ka CBP21, et detailsemalt 
uurida CBP21 ja kitinaaside vahelist sünergiat.

Otsustasime alustuseks uurida CBP21 seostumist kitiinile. Selle tarbeks oli 
vaja tundlikku meetodit kitiini küljest vaba CBP21 hulga määramiseks. Kuna 
meil oli juba olemas kitinaaside uuringute tarbeks tehtud 14C-märgitud kitiin, 
siis otsustasime kasutada CBP21 hulga määramiseks tema LPMO aktiivsuse 
mõõtmist 14C-kitiinil. Selleks ajaks oli teada, et LPMO-d on vasest sõltuvad 
ensüümid: iga LPMO molekul kannab oma aktiivtsentris ühte katalüüsi toimu-
miseks hädavajalikku vaseiooni. Kuna me päris kindlad ei olnud, kas ikka kõigil 
CBP21 molekulidel on vajalik vaseioon olemas, lisasime reaktsioonikeskkonda ka 
natuke vasksulfaati. Loomulikult oli vaja lisada ka redutseerijat. Selleks tarbeks 
kasutasime juba teada-tuntud askorbiinhapet.

Tulemus oli kõike muud kui ootuspärane. Reaktsiooni esimese 10 sekundi 
jooksul vabanes suur hulk 14C-märgitud produkti ja edasi ei toimunud midagi. 
Kiired rehkendused näitasid, et sellise hulga produkti vabastamiseks 10 sekundi 
jooksul pidi CBP21 aktiivsus olema varem avaldatud tulemustega võrreldes 
vähemalt 100 korda suurem. Kuna „komistasime“ huvitava tulemuse otsa, siis 
jätsime seostumise ja sünergismi uuringud sinnapaika ning hakkasime välja 
selgitama CBP21 kõrge aktiivsuse tagamaid. Olin üle tüki aja teadustulemuste 
üle elevil. Õpingute ajal juhtus seda sageli, kuid enamasti selgus, et huvitavate 
tulemuste taga olid lihtsalt katsesüsteemist tulenevad artefaktid, mis ei olnud 
üldsegi huvitavad.

Järgnes üle poole aasta intensiivset katsetamist. Varieerisime nii reaktsiooni kest-
vust kui ka kitiini, CBP21, vase, askorbiinhappe ja teiste redutseerijate kontsen-
tratsioone. Selgus, et CBP21-st sõltumatult tekib vase ja askorbiinhappe vahelises 
reaktsioonis mingi ühend X. Nimelt see müstiline ühend põhjustas ühest küljest 
CBP21 kõrget aktiivsust kitiini lagundamisel, kuid oli teisest küljest CBP21 jaoks 
ka inaktiveeriv ehk surmav.

Kuidas me ka ei üritanud X-i molekulaarset identiteeti paljastada, jäi see siiski 
varjatuks. Ühel hetkel sai mõistus otsa. Asusime vahelduseks uurima inimese 
kitotriosidaasi (Kuusk jt, 2017), sest ka inimeses on kitinaasid olemas. Meie 
Norra partnerid olid nutikamad. 2016. aasta sügisel helistas mulle Morten Sørlie, 
kes ütles, et vesinikperoksiid (H2O2 ehk vana nimega vesinikülihapend – toim) 
on LPMO-de tegelik kosubstraat. Meie X ei olnud midagi muud kui H2O2. 
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Tagantjärele on kõik väga lihtne. Juba üle poole sajandi tagasi oli teada, et vask 
katalüüsib askorbiinhappe oksüdeerumist hapniku toimel. Selle tulemusena tekib 
O2-st kõigepealt superoksiid, millest omakorda moodustub H2O2. Mäletan, et päris 
loll tunne oli. Ma ei olnud varem kunagi redoksreaktsioonidega tegelenud ja see, 
mis antud valdkonna inimestele on triviaalne, oli minu jaoks võõras. Seega tuli 
mul enne oma redoksensüümide uuringutele keskendumist alustuseks korralik 
kooliraha maksta. Edasi läks kõik juba paremini planeeritult. Meie külmkapis 
olevad 14C-substraadid andsid meile selge eelise LPMO-de kineetika detailseks 
uurimiseks ja seda me ka tegime.

LPMO-de kineetika

LPMO-de kineetika uuringud on pehmelt öeldes keerulised. Reaktsiooni toimu-
miseks on vaja polüsahhariidset substraati, redutseerijat ja kosubstraati, mis 
algul arvati olevat O2, kuid täna prevaleerib arvamus, et tegemist on H2O2-ga. 
Probleem on selles, et paralleelselt toimub palju ensüümist sõltuvaid ja ka sõltu-
matuid reaktsioone. Piltlikult võib öelda, et kõik reageerivad kõigiga. Uuritavaks 
reaktsiooniks on glükosiidse sideme lõhustamine, kus kosubstraadiks on H2O2 
(polüsahhariidi peroksügenaasne reaktsioon, joonis 4A). Paraku toimuvad ka 
järgmised reaktsioonid (Eijsink jt, 2019):

• redutseerija reageerib LPMO-st sõltumatult O2-ga, mille tulemusena tekib 
H2O2. See reaktsioon on katalüüsitud reaktsioonikeskkonnas olevate vase-
ioonide poolt; 

• redutseerija reageerib LPMO-st sõltumatult H2O2-ga;
• polüsahhariidist vaba LPMO katalüüsib redutseerija oksüdeerumist O2 poolt 

(redutseerija oksüdaasne reaktsioon) ja selle tulemusena tekib H2O2;
• polüsahhariidist vaba LPMO katalüüsib redutseerija oksüdeerumist H2O2 poolt 

(redutseerija peroksüdaasne reaktsioon) ja selle tulemusena toimub LPMO 
pöördumatu inaktivatsioon (joonis 4B ja C).

Me ei saa neid soovimatuid kõrvalreaktsioone ära võtta. Kuid juhul, kui oleme 
neist teadlikud, saame sättida reaktsioonitingimusi nii, et kõrvalreaktsioonide 
osakaal oleks minimaalne. Kui me aga kõrvalreaktsioonidest teadlikud ei ole, 
võib juhtuda, et paneme oma tõlgendustega n-ö puusse. CBP21 avastamine 
monooksügenaasina aastal 2010 on siin heaks näiteks. Teadlased kasutasid 16O2 
asemel (mida on atmosfääris 99,76% – toim) raske hapniku aatomiga rikastatud 
18O2-te. Paralleelselt glükosiidse sideme lõhustumisega kantakse 18O märgisega 
hapnikuaatom tõesti kitiini külge (Vaaje-Kolstad jt, 2010). Alles seitse aastat 
hiljem näitasid samad autorid, et nad eksisid oma tõlgendusega. Tegelikult rea-
geeris 18O2 CBP21-st sõltumatult askorbiinhappega, moodustades H2

18O2. CBP21 
kasutas seda märgistatud peroksiidi ja kandis raske hapniku 18O aatomi kitiini 
külge ehk ta oli hoopis peroksügenaas (Bissaro jt, 2017).
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Kuna vahepealse intensiivse LPMO-de uurimise käigus olid kõik kasutanud 
standardiks kujunenud O2/askorbiinhappe skeemi (ka paljud teised redutseerijad 
tekitavad reaktsioonis O2-ga peroksiidi), siis leidis teooria H2O2 kosubstraa-
dina kasutamisest tugevat vastasseisu. Tekkis n-ö O2 ja H2O2 leer. Tänaseks 
võib öelda, et H2O2 leer liigub võidukursil ja meie uurimisrühmal on selles 
oluline roll. On LPMO-dega seotud avastusi, mille puhul ei ole oluline, kumba 
kosubstraati ensüüm kasutab. Näiteks kui mingi LPMO on võimeline tärklist 
lagundama, siis ta seda ka on, sõltumata sellest, kas kosubstraadiks on O2 või 
reaktsioonikeskkonnas „tahtmatult“ tekkinud H2O2. Vastupidine olukord on aga 
kineetikauuringutega. Kui pudelikaelaks on ensüümist sõltumatu H2O2 teke, 
siis ei peegelda ka kineetikakatsete tulemused ensüümi aktiivsust, vaid ikka 
pudelikaelaks oleva reaktsiooni kiirust. See on ka põhjuseks, miks „enne H2O2 
aega“ mõõdetud ja avaldatud LPMO-de aktiivsused olid väga madalad.

Meie panus LPMO-de kineetika uuringutes
14C-märgistatud kitiini kasutamine substraadina võimaldas meil esimesena kirjel-
dada LPMO katalüüsitud tõrksa polüsahhariidi lagundamise kineetikat. H2O2 
osutus CBP21 jaoks efektiivseks kosubstraadiks. Katalüütilise konstandi kcat ja 
Michaelise konstandi Km suhe kcat/Km(H2O2) peegeldab kõige paremini ensüümi 
katalüütilist efektiivsust. Selle väärtus tuli suurusjärgus 106 M–1 s–1 (joonis 4C), 
mis on võrreldav n-ö klassikaliste heemsõltuvate peroksügenaasidega. See kinni-
tab, et H2O2 on CBP21 jaoks õige kosubstraat (Kuusk jt, 2018).

Askorbiinhappe juuresolekul inaktiveerub CBP21 H2O2 toimel, kuid inaktivat-
siooni kiirus on pärsitud kitiini poolt. Järgnevas uurimistöös kirjeldasime detailselt 
redutseerija rolli CBP21 reaktsioonis (Kuusk jt, 2019). H2O2 kosubstraati kasutades 
on redutseerija vajalik ainult LPMO viimiseks katalüütiliselt aktiivsesse vormi 
(joonis 4C). Nii-öelda puhkeolekus on LPMO-ga seotud vaseioon Cu2+ vormis, 
aga katalüütiliselt aktiivne on ainult Cu+ vorm. Kuigi varasemalt oli ilmunud 
palju redutseerijatele keskendunud töid, siis oli nende tulemuste tõlgendamine 
raskendatud LPMO-st sõltumatu O2 ja redutseerija vahelise reaktsiooni mitte-
teadvustamise tõttu. Nimelt ei olnud võimalik järeldada, kas mingi redutseerija 
näiline paremus tulenes tema paremast võimest O2-ga reageerides H2O2 tekitada 
või tegelikult huvipakkuvast LPMO Cu2+ vormi redutseerimisest Cu+ vormi. Seega 
oli ka meie redutseerija rolli käsitlev kineetikatöö omas valdkonnas esimeseks. 

Kuigi ka kitiini lagundamine omab olulist potentsiaali, on rakenduslikust aspek-
tist kõige huvipakkuvamaks ikkagi tselluloosi lagundamine. Esialgu oli meil 
olemasolev 14C-märgistusega tselluloos liiga madala eriaktiivsusega LPMO-de 
kineetika detailseks analüüsiks. Samas oli meil suur huvi näidata, et ka tsellu-
loosil aktiivsed LPMO-d sõltuvad H2O2 kosubstraadist. Lahendusena mõtlesime 
välja katsesüsteemi, kus panime LPMO konkureerima ensüümidega, mille puhul 
oli juba tõestatud nende sõltuvus H2O2-st. Sellisel moel õnnestus näidata, et 



124

tselluloosil aktiivsed LPMO-d, mis kuulusid erinevatesse LPMO perekondadesse 
ja olid pärit nii seentest kui bakteritest, kasutasid efektiivselt H2O2 kosubstraati 
ehk olid peroksügenaasid (Kont jt, 2020). Tänaseks on LPMO-de H2O2st sõltuv 
katalüüs juba laialdaselt aktsepteeritud. Sellest lähtuvalt tuleks need ensüümid 
ümber nimetada lüütilisteks polüsahhariid-peroksügenaasideks (LPPO). Selliseid 
ümbernimetamisi on kõige parem kokku leppida kohtades, kus on koos palju 
antud valdkonna tippteadlasi. Mäletan, et aastal 2018 Marseilles’s toimunud 
LPMO-teemalisel konverentsil otsustati esialgu jääda nimetuse monooksügenaas 
juurde. Samas ei ole välistatud, et ümbernimetamise kasuks otsustatakse aastal 
2022 toimuval konverentsil. Igasugustel ümbernimetamistel on omad plussid ja 
miinused. Kui plussina võiks välja tuua „tõe“ peegeldumise nimetuses, siis mii-
nusteks on vajadus ümber harjuda ning ka probleemid otsingumootorite kaudu 
vastavasisuliste teadustööde leidmisel. 

Paralleelselt konkureerimiskatsetega õnnestus meil valmistada ka LPMO-de 
kineetika uuringuteks sobilik 14C-tselluloos. Selle mudelsubstraadi kasutamine 
võimaldas meil esimest korda detailselt analüüsida LPMO H2O2 vahendatud 
tselluloosi lagundamist. Siin kasutasime tsellulolüütilisest mudelorganismist 
pehmemädanikseenest Trichoderma reesei pärit LPMO-d, TrAA9A. Lisaks 
tsellu lolüütilise peroksügenaasse reaktsiooni (joonis 4A) kirjeldamisele 
pöörasime eraldi tähelepanu ka kaasnevale askorbiinhape peroksüdaassele 
reaktsioonile (joonis 4B). Selgus, et sõltumata askorbiinhappe ja H2O2 kont-
sentratsioonidest oli üks TrAA9A molekul võimeline katalüüsima keskmiselt 
138 askorbiinhappe molekuli oksüdeerimist H2O2 toimel. Pärast seda oli ensüüm 
pöördumatult kahjus tunud (Kuusk, Väljamäe, 2021). Kas ja kuidas toimib selline 
„elupäevade arvu loendav sisemine kell“ teiste redutseerijate ja teiste LPMO-de 
puhul, on küsimus, millele hetkel vastuseid otsime. Sellistele küsimustele vasta-
mine on eriti oluline LPMO-de võimaliku tööstusliku rakendamise seisukohast, 
kus ensüümi inaktiveerumine on oluliseks kuluallikaks. 

Kuigi meie uurimisrühm on valdavalt keskendunud alusuuringutele, oleme oma 
küsimusi esitades silmas pidanud ka ensüümide rakendamise seisukohast olu-
lisi aspekte. Selleks, et tõrksate polüsahhariidide ensümaatiline lagundamine 
majanduslikult tulusalt üldse kõne alla tuleks, on vaja vastavat biomassi mingil 
moel füüsikalis-keemiliselt eeltöödelda. Aastate jooksul läbi proovitud erinevate 
eeltöötluste hulk ulatub sadadesse. Kuna lihtne hüdrotermiline eeltöötlus ei eelda 
mingite kemikaalide lisamist, siis tundub just see kõige atraktiivsem (Martin jt, 
2022). Lignotselluloosse biomassi hüdrotermilisel eeltöötlusel vabaneb sadu 
erinevaid ühendeid, mille hulgas on nii hemitselluloosidest pärit lahustuvaid 
oligosahhariide kui ka ligniinist lähtuvaid fenoolseid ühendeid.

Ka eeltöötlusel vabanevate ühendite mõju uurimisel tselluloosi hilisemale 
lagundamisele annavad 14C-mudelsubstraadid meile tugeva eelise. Nimelt on 
tselluloosi ensümaatilisel lagundamisel vabanevat 14C-produkti lihtne määrata 
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sadade erinevate eeltöötlusel vabanenud ühendite taustal. Nii näiteks õnnestus 
meil aastal 2013 tuvastada, et nisuõlgede hüdrotermilisel eeltöötlusel vabanevad 
tugevad tsellobiohüdrolaaside inhibiitorid (Kont jt, 2013). Inhibiitoriteks osutusid 
hemitselluloosist vabanevad lahustuvad oligosahhariidid, mis seostuvad tsello-
biohüdrolaaside tunnelikujulisse aktiivtsentrisse. Selliste inhibiitorite olemasolu 
teadvustamine võimaldab otsida võimalusi nende eemaldamiseks. Näiteks saab 
ensüümsegu juba teadlikult täiendada inhibitoorseid oligosahhariide lagundavate 
ensüümidega. 14C-märgitud substraatide kasutamine võimaldas meil analüüsida 
ka hüdrotermilisel eeltöötlusel vabanevate ühendite mõju LPMO-dele. Varasemad 
alusuuringud olid näidanud, et kuigi H2O2 on LPMO-dele heaks kosubstraadiks, 
on ta neile ka inaktiveerivaks. LPMO-de stabiilsuse huvides on äärmiselt oluline 
teadlik ja peenhäälestatud kontroll H2O2 kontsentratsioonide üle reaktsioonikesk-
konnas. Kui H2O2 doseerida mõõdukalt, siis kasutatakse see LPMO-de poolt 
tselluloosi lagundamiseks. Kui aga H2O2 doseerimise kiirus ületab LPMO-de 
võimekuse seda tselluloosi lagundamisel tarbida, hakkab toimuma H2O2 aku-
muleerumine, millega kaasneb LPMO pöördumatu inaktivatsioon H2O2 toimel.

Aastal 2019 näitasime, et nisuõlgede hüdrotermilisel eeltöötlusel vabanevad 
fenoolsed ühendid tekitavad õhuhapnikuga reageerides H2O2-te (joonis 5) 
(Kont jt, 2019). 

Joonis 5. Lignotselluloosi hüdrotermilisel eeltöötlusel vabanevad fenoolsed ühendid 
aktiveerivad LPMO-d (aktiivne vorm on LPMO-Cu(I)) ja tekitavad hapnikuga rea-
geerides ka H2O2-te. H2O2 on ühest küljest LPMO-dele heaks kosubstraadiks, toetades 
tselluloosi lagundamist, kuid teisest küljest ka surmav, põhjustades LPMO inaktivat-
siooni. Kuna inaktivatsioonireaktsiooni osakaal kasvab koos H2O2 kontsentratsiooni 
kasvuga, siis on oluline kontrollida H2O2 taset reaktsioonikeskkonnas enne LPMO-de 
rakendamist. Joonis on kohandatud artiklist Kont jt, 2019.
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H2O2 tekkekiirus sõltub fenoolsete ühendite hulgast ja temperatuurist. Kui teatud 
piirini on selline LPMO-st sõltumatu H2O2 tekitamine LPMO-de jaoks kasulik, 
võimaldamaks tselluloosi lagundamist, siis eeltöötluse käigus vabanenud ühendite 
kõrgetel kontsentratsioonidel toimub LPMO inaktivatsioon. Aastal 2021 laienda-
sime eeltoodud uuringut ja uurisime lisaks nisuõlgedele, mis on põllu majanduse 
lignotselluloosseks kõrvalproduktiks, ka okas- (mänd) ja lehtpuidu (kask) 
hüdrotermilisel eeltöötlusel vabanevate ühendite mõju LPMO-le (TrAA9A). 
Leidsime, et kui männipuidu eeltöötlusel vabanevad ühendid põhjustavad H2O2 
teket (doseerimist) TrAA9A jaoks sobival kiirusel, siis nisuõlgede ja kasepuidu 
eeltöötlusel vabanenud ühendid tekitavad H2O2-te juba sellistel kiirustel, mis 
on TrAA9A jaoks surmavad (Kont jt, 2021). Kirjeldatud uuringud rõhutavad 
vajadust kontrollida H2O2 dünaamikat (kontsentratsiooni ja tekkekiirust) hüdro-
termiliselt eeltöödeldud biomassis enne, kui hakkame kasutama LPMO-sid või 
neid sisaldavaid ensüümsegusid eeltöödeldud biomassi lagundamiseks. Lisaks 
võimaldab LPMO-dest sõltumatu H2O2 tekke ja selle potentsiaalse kahjulikkuse 
teadvustamine täiendada ensüümsegusid H2O2 tarbivate teiste ensüümidega, nagu 
katalaasid või peroksüdaasid. Kokkuvõtvalt võib öelda, et detailne arusaam ensüü-
mide toimimise mehhanismist koos keerulises reaktsioonikeskkonnas toimuvate 
kõrvalreaktsioonide teadvustamisega võimaldab teadmistel põhinevat ja suuna-
tud arendustööd ensüümreaktsiooni kui terviku töö efektiivsemaks muutmisel. 
Tõrksate polüsahhariidide ensümaatilise lagundamise efektiivsuse tõstmisel on 
tehtud küll suuri edusamme, kuid arenguruumi jagub veel küllaga.
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