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Sa menvat t ing

De vers te rk te  absorp t ie -  en  emiss ie l i jnen ,  d ie  kunnen worden waargenomen in  NMR spec t ra

van op loss ingen waar  rad icaa l reac t ies  p laa tsv inden,  worden aangedu id  met  de  naam CIDNP

(chemica l l y  induced dynamic  nuc lear  po la r isa t ion) .  De meeste  van de  waargenomen e f fec ten

kunnen m.b .v .  de  rad icaa lpaar  theor ie  worden verk laard .  Rad icaa l reac t ies  kan men induceren

door  de  tempera tuur  te  veranderen o f  door  te  werken met  l i ch tgevoe l ige  verb ind ingen d ie

na exc i ta t ie  reageren met  subs t raa tmolecu len .  De laa ts t  genoemde methode word t  fo to -CIDNP

genoemd en is  zeer  be langr i j k  geb leken b i j  he t  bes tuderen van e iw i t ten ,  omdat  de  l i ch tgevoe l ige

verb ind ing  ( f lav ine)  se lec t ie f  reageer t  met  a romat ische aminozuren (bv .  h is t id ine ,  ty ros ine

en t ryp to faan)  wanneer  deze aan he t  opperv lak  l iggen.  Ook is  deze methode toegepast  b i j

nuc le inezuren ( t -RNA) ,  waarb i j  aden ine  en  guan ine  gepo lar iseerd  worden.

In  d i t  p roe fschr i f t  word t  de  ío to -CIDNP methode gebru ik t  voor  de  s tud ie  van de  bouw-

s tenen van b iomolecu len ,  de  aminozuren en  nuc leo t iden (Híds t .  2 -5) ,  en  voor  de  bes tuder ing

van een DNA-b indend e iw i t  ( /ac  repressor ,  H fds t .  6 ) .  De toepass ing  van 2D NMR methoden

b i j  fo to -CIDNP word t  in  Hfds t .  7  besproken.

Het  in  Híds t .  2  bes tudeerde 5 'adenos ine-monofos faa t  (5 ' -AMP)  b l i j k t  fo to -CIDNP e f -

fec ten  te  ver tonen,  d ie  a fhanke l i j k  van  de  pH van teken w isse len .  Deze kunnen worden verk laard

door  een e lec t ronoverdracht  a ls  rad icaa lpaar -vormende s tap  te  veronders te l len ,  gevo lgd  door

een base-gekata lyseerde depro toner ing  van he t  5 ' -AMP rad icaa l  ca t ion .  Voor  he t  d inuc leo t ide

pdApdA kon worden vas tges te ld  da t  in te rne  depro toner ing  langs  twee rou tes  p laa tsv ind t :  v ia

de e inds tand ige  fos íaa tgroep en  v ia  de  N1 a tomen van be ide  aden ine  r ingen.

In  hoofds tuk  3  word t  de  s tud ie  van de  guan inebase en  der iva ten  daarvan beschreven.  B i j

5 ' -GMP word t  ook  een tekenwisse l ing  vas tges te ld  a ls  de  pH word t  gevar ieerd .  Het  e f fec t  van

buf fe r ,  da t  b i j  5 ' -AMP s terk  was,  i s  h ie r  s lech ts  ger ing .  Ook h ie r  word t  e lec t ronoverdracht  van

base naar  t r ip le t  í lav ine  beschouwd a ls  oorzaak  van rad icaa lpaarvor rn ing

In  Híds t .  4  word t  he t  mo lecuu l  FAD beschreven,  da t  n ie t  a l leen  u i t  b io log isch  oogpunt ,

maar  ook  voor  de  fo to -CIDNP methode,  in te ressant  i s .  Het  bevat  zowel  he t  exc i teerbare

f lav ine  a ls  he t  e lec t ron  donerende aden ine ,  waardoor  he t  b i j  in te rne  reac t ie  b i rad ica len  kan

vormen.  Het  fo to -CIDNP is  zowel  b i j  hoge a ls  lage magneetve lden gegenereerd .  B i j  hoge

magneetve lden ver toont  he t  FAD fo to -CIDNP e f [ec ten ,  we lke  men ook  waarneemt  b i j  v r i j

f lav ine  en  5 ' -AMP (Hfds t .  2 ) ,  te rw i j l  b i j  lage  magneetve lden he t  b i rad icaa lkarak ter  van  FAD

bl i j k t :  a l le  po la r iseerbare  resonant ies  z i jn  in  emiss ie .  In  he t  FAD b i rad icaa l  spee l t  de  quantum-

mechan ische exchange in te rac t ie  een be langr i j ke  ro l  b i j  he t  onderdrukken van he t  CIDNP e f fec t

b i j  neu t ra le  pH,  waar  een s t ruc tu re le  verander ing  -  he t  s tape len  van de  f lav ine  en  aden ine  r ingen
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-van  he t  mo lecuu l  op t reedt .  U i t  de  b i j  lage  ve lds terk tes  gevonden magneetve lda fhanke l i j khe id

van he t  fo to -CIDNP e f Íec t  kon  he t  bes taan van twee versch i l lende conformat ies  van he t  FAD

bi rad icaa l  worden vas tges te ld .  De a fs tand tussen de  ongepaarde e lec t ronen in  he t  b i rad icaa l

kon worden geschat.

In  Hfds t .  5  worden de  resu l ta ten  van ío to -C|DNP exper imenten met  aminozuren beschre-

ven.  Beha lve  de  aromat ische aminozuren h is t id ine ,  ty ros ine  en  t ryp to faan b l i j ken  ook  meth io -

n ine  en  gemethy leerde lys ines  gepo lar iseerd  te  kunnen worden.  Door  pH t i t ra t ies ,  concent ra t ie

afhankeli jkheid en effect van chemische modif icat ie op het foto-CIDNP efÍect te bestuderen

kon mechan is t i sche in fo rmat ie  worden verk regen over  rad icaa lpaarvorming.  Voor  ty ros ine  en

t ryp to íaan konden de  fo to -CIDNP e f fec ten  kwant i ta t ie f  worden verk laard .  H-abs t rac t ie  i s  be-

langr i j k  voor  he t  genereren  van rad icaa lparen b i j  t y ros ine  en  h is t id ine ,  te rw i j l  b i j  t ryp to faan,

meth ion ine  en  methy l l ys ines  e lec t ronoverdracht  domineer t .

In  Hfds t .  6  word t  fo to -CIDNP toegepast  op  he t  DNA b indende e iw i t  /ac  repressor  en  N-

te rmina le  f ragmenten ervan ( /ac  headp iece  51  en  59) .  B i j  neu t ra le  pH z i jn  h is t id ine  29 ,  ty ros ines

7,12  en  17  en  meth ion ine  L  gepo lar iseerd .  De ío to -CIDNP spec t ra  van lac  repressor  en  HP51

la ten  z ien  da t  deze l fde  res iduen toeganke l i j k  z i jn  voor  he t  geëxc i teerde  f lav ine .  Wanneer  men

HP51 en een /ac  opera tor -DNA f ragment  b i j  e lkaar  voegt  worden de  po la r isa t ies  van h is t id ine

29 en  ty ros ines  7  en  17  onderdruk t .  De resu l ta ten  van de  met ingen worden verge leken met  een

dr ie -d imens ionaa l  mode l  van  lacopera tor  en  /ac  headp iece  verk regen u i t  2D NOE exper imenten

gecombineerd  met  MD bereken ingen.

2D NMR methoden hebben he t  op lossen van e iw i t -  en  DNA-s t ruc turen  aanz ien l i j k  ver -

sne ld .  In  Hfds t .  7  word t  de  toepass ing  van 2D NMR methoden b i j  fo to -CIDNP beschreven.

H ierdoor  word t  de  reso lu t ie  van de  fo to -CIDNP methode vergroo t .  Bovend ien  z i ln  2D CIDNP

exper imenten bu i tengewoon gesch ik t  voor  he t  bes tuderen van overdracht  van  po la r isa t ie  naar

andere  kernen dan de  pr ima i r  gepo lar iseerde.  De toepass ing  van 2D NMR b i j  fo to -CIDNP

word t  ge i l lus t reerd  aan de  hand van he t  e iw i t  l ysozyme,  da t  zowel  met  a ls  zonder  N-acety l

g lucosamine (NAG)  is  bes tudeerd .
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