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Samenvatting

De versterkte absorptie- en emissielijnen, die kunnen worden waargenomen in NMR spectra
van oplossingen waar radicaalreacties plaatsvinden, worden aangeduid met de naam CIDNP
(chemically induced dynamic nuclear polarisation). De meeste van de waargenomen effecten
kunnen m.b.v. de radicaalpaar theorie worden verklaard. Radicaalreacties kan men induceren
door de temperatuur te veranderen of door te werken met lichtgevoelige verbindingen die
na excitatie reageren met substraatmoleculen. Delaatst genoemde methode wordt foto-CIDNP
genoemd en is zeer belangrijk gebleken bij het bestuderen van eiwitten, omdat de lichtgevoelige
verbinding (flavine) selectief reageert met aromatische aminozuren (bv. histidine, tyrosine
en tryptofaan) wanneer deze aan het oppervlak liggen. Ook is deze methode toegepast bij
nucleinezuren (t-RNA), waarbij adenine en guanine gepolariseerd worden.

In dit proefschrift wordt de foto-CIDNP methode gebruikt voor de studie van de bouw-
stenen van biomoleculen, de aminozuren en nucleotiden (Hfdst. 2-5), en voor de bestudering
van een DNA-bindend eiwit (/ac repressor, Hfdst. 6). De toepassing van 2D NMR methoden
bij foto-CIDNP wordt in Hfdst. 7 besproken.

Het in Hfdst. 2 bestudeerde 5'adenosine-monofosfaat (5'-AMP) blijkt foto-CIDNP ef-
fecten te vertonen, die afhankelijk van de pH van teken wisselen. Deze kunnen worden verklaard
door een electronoverdracht als radicaalpaar-vormende stap te veronderstellen, gevolgd door
een base-gekatalyseerde deprotonering van het 5’-AMP radicaal cation. Voor het dinucleotide
pdApdA kon worden vastgesteld dat interne deprotonering langs twee routes plaatsvindt: via
de eindstandige fosfaatgroep en via de N; atomen van beide adenine ringen.

In hoofdstuk 3 wordt de studie van de guaninebase en derivaten daarvan beschreven. Bij
5'-GMP wordt ook een tekenwisseling vastgesteld als de pH wordt gevarieerd. Het effect van
buffer, dat bij 5'-AMP sterk was, is hier slechts gering. Ook hier wordt electronoverdracht van
base naar triplet flavine beschouwd als oorzaak van radicaalpaarvorming.

In Hfdst. 4 wordt het molecuul FAD beschreven, dat niet alleen uit biologisch oogpunt,
maar ook voor de foto-CIDNP methode, interessant is. Het bevat zowel het exciteerbare
flavine als het electron donerende adenine, waardoor het bij interne reactie biradicalen kan
vormen. Het foto-CIDNP is zowel bij hoge als lage magneetvelden gegenereerd. Bij hoge
magneetvelden vertoont het FAD foto-CIDNP effecten, welke men ook waarneemt bij vrij
flavine en 5'-AMP (Hfdst. 2), terwijl bij lage magneetvelden het biradicaalkarakter van FAD
blijkt: alle polariseerbare resonanties zijn in emissie. In het FAD biradicaal speelt de quantum-

mechanische exchange interactie een belangrijke rol bij het onderdrukken van het CIDNP effect

bij neutrale pH, waar een structurele verandering — het stapelen van de flavine en adenine ringen
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—van het molecuul optreedt. Uit de bij lage veldsterktes gevonden magneetveldafhankelijkheid
van het foto-CIDNP effect kon het bestaan van twee verschillende conformaties van het FAD
biradicaal worden vastgesteld. De afstand tussen de ongepaarde electronen in het biradicaal
kon worden geschat.

In Hfdst. 5 worden de resultaten van foto-CIDNP experimenten met aminozuren beschre-
ven. Behalve de aromatische aminozuren histidine, tyrosine en tryptofaan blijken ook methio-
nine en gemethyleerde lysines gepolariseerd te kunnen worden. Door pH titraties, concentratie
afhankelijkheid en effect van chemische modificatie op het foto-CIDNP effect te bestuderen
kon mechanistische informatie worden verkregen over radicaalpaarvorming. Voor tyrosine en
tryptofaan konden de foto-CIDNP effecten kwantitatief worden verklaard. H-abstractie is be-
langrijk voor het genereren van radicaalparen bij tyrosine en histidine, terwijl bij tryptofaan,
methionine en methyllysines electronoverdracht domineert.

In Hfdst. 6 wordt foto-CIDNP toegepast op het DNA bindende eiwit /ac repressor en N-
terminale fragmenten ervan (/ac headpiece 51 en 59). Bij neutrale pH zijn histidine 29, tyrosines
7, 12 en 17 en methionine 1 gepolariseerd. De foto-CIDNP spectra van /ac repressor en HP51
laten zien dat dezelfde residuen toegankelijk zijn voor het geéxciteerde flavine. Wanneer men
HP51 en een lac operator-DNA fragment bij elkaar voegt worden de polarisaties van histidine
29 en tyrosines 7 en 17 onderdrukt. De resultaten van de metingen worden vergeleken met een
drie-dimensionaal model van /ac operator en /ac headpiece verkregen uit 2D NOE experimenten
gecombineerd met MD berekeningen.

2D NMR methoden hebben het oplossen van eiwit- en DNA-structuren aanzienlijk ver-
sneld. In Hfdst. 7 wordt de toepassing van 2D NMR methoden bij foto-CIDNP beschreven.
Hierdoor wordt de resolutie van de foto-CIDNP methode vergroot. Bovendien zijn 2D CIDNP
experimenten buitengewoon geschikt voor het bestuderen van overdracht van polarisatie naar
andere kernen dan de primair gepolariseerde. De toepassing van 2D NMR bij foto-CIDNP
wordt geillustreerd aan de hand van het eiwit lysozyme, dat zowel met als zonder N-acetyl

glucosamine (NAG) is bestudeerd.
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