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Summaries

Summary in English

Photosynthesis is the physico-chemical process by which plants, algae and
photosynthetic bacteria use light energy to drive the synthesis of organic
compounds. Light-induced electron transfer in photosynthetic reaction centers
(RCs) is highly efficient, having a quantum yield close to unity. In RCs of
Rhodobacter (R.) sphaeroides wild type (WT), the primary electron donor is a
bacteriochlorophyll a (BChl) dimer, called the Special Pair P, comprising two
dimer halves Pr and Pm. Two additional BChl cofactors called accessory BChls (Ba
and Bg), two bacteriopheophytins (®a and ®s), two quinones and a non-heme iron
are organized into two pseudo-symmetric branches named A and B. After the
photo excitation the electron is transferred only via the active “A” branch. On the
other hand, in structurally similar RCs, as that of photosystem I, the electron
transfer occurs equally over both branches. Neither the reason for the high
efficiency nor that of the directionality of the electron transfer has been elucidated
so far. To solve these questions, the solid-state photo-chemically induced nuclear
polarization (photo-CIDNP) effect with its dramatic enhancement of local NMR
signals provides an analytical tool especially suited for studying electron transfer
in photosynthetic RCs. In fact, photo-CIDNP MAS NMR has been applied to
explore electronic structures of the electron donors and acceptors in RCs.

In this Thesis, the first goal was to reach a complete picture of the electronic
ground state of the donor of the RC of R. sphaeroides WT. Chapter 2 reports 2D
photo-CIDNP DARR experiments by nanosecond laser flash excitation on 13C
labelled bacterial RCs at selected positions in the Special Pair. Combined with
previous results, a complete chemical shift assignment of the Special Pair is
obtained. The shielding pattern of the 3C nuclei confirms that there is excess
electron density towards pyrrole ring III of P. compared with pyrrole ring III of
Py, and the pattern of 13C shifts for the ring carbons is well in line with the PP},

charge transfer character, with & > ¢. Hence symmetry breaking of the electronic
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structure with excess negative charge on the Py is detected in the ground state. The
results suggest that asymmetric distribution of electron density mediates the
asymmetric electron transfer following excitation.

Functional properties may also depend on dynamic aspects. Therefore, in
Chapter 3, we probe the dynamics of the Special Pair by a new strategy that is
based on photo-CIDNP MAS NMR experiments. Spin-torch based experiments are
introduced, where the polarization transfer of enhanced photo-CIDNP signals
between 13C-13C of different isotope labels is observed by spin diffusion process,
This experiment, thus allows probing the local mobility in the Special Pair.
Polarization transfer among the 13C labelled carbon atoms of the Special Pair in 3-
ALA bacterial RCs is studied by 2D photo-CIDNP DARR experiments with
continuous illumination. From a series of experiments with different mixing times,
dynamic asymmetry in the Special Pair is observed. It appears that the break of the
pseudo-C> symmetry is related to the entire supermolecule rather than to the
individual PL and Pm molecules. The dynamic picture is compared with
polymorphism in terms of Shelnutt's NSD (normal-coordinate structural
decomposition) analysis, suggesting that collective modes are localized towards
the Pwm bacteriochlorophyll. The arising picture is also in line with Redfield’s
theory approach. Possible implications of the localized dynamics for symmetry
breaking and charge transfer are discussed.

In Chapter 4, the study of the electronic ground state is extended from the
Special Pair to the primary electron acceptor. To this end, bacterial RCs containing
u-13Cy4-8-aminolevulinic acid (u-ALA) labelled BChl and BPhe are studied under
continuous illumination. By comparison with the literature, a full assignment for
the bacteriopheophytin (®a) has been obtained. It appears that the electronic
structure of @4 is very similar to that of a BPhe a in solution, with little evidence
for packing effects induced by the protein matrix. It is concluded that the @4 of the
active branch is not tuned in a special manner by its environment.

To explore the protein pocket which might tune the Special Pair,
alternative spin-torch experiments are proposed in Chapter 5. In this concept, the

strong polarization of the donor carbons is transferred to the pocket, which can be
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studied at atomic resolution. To this end, the possibility to use 3C photo-CIDNP
for 1BC-1H transfer is explored. In this Chapter, results on polarization transfer
between the highly polarized 13C and the thermally polarized 'H are discussed. An
outlook is presented for the application of such spin-torch experiments to study

the aromatic environment of the Special Pair.

Summary in Dutch (Samenvatting)
Fotosynthese is het fysisch-chemische proces waarmee planten, algen en
fotosynthetische bacterién licht energie gebruiken voor de synthese van
organische bestanddelen. Door licht veroorzaakte elektron overdracht in
fotosynthetische reactie centra (RC) is zeer efficiént, met een kwantum efficiéntie
van bijna 100%. In RCs van Rhodobacter (R). sphaeroides WT, de primaire elektron
donor is een bacteriochlorophyll (BChl) dimeer, het zogenaamde Special Pair P,
bestaande uit Pr en Pum. In het RC zijn verder twee extra BChl cofactoren accessory
BChls (Ba en Bg) genaamd, twee bacteriopheophytines (Pa en ®s), twee quinonen
en een non-heem-ijzer zijn onderverdeeld in twee pseudo-symmetrische takken A
en B. Het elektron wordt alleen overgedragen via de actieve "A" tak. Maar in
structureel gelijksoortige RC, zoals in het reactie centrum van fotosysteem I, vindt
elektronen overdracht in gelijke mate plaats via beide takken. Het geheim van de
hoge kwantum efficiéntie in de richting van de elektronen overdracht is tot op
heden ontrafeld. Om deze vraagstukken op te lossen is het photo-CIDNP effect
(photo-chemically induced nuclear polarization), met zijn zeer grote versterking
van lokale NMR signalen, een uitzonderlijk prakisch analytisch gereedschap dat
speciaal geschikt is om elektronen overdracht in fotosynthetische reactie centra te
bestuderen. Zo is photo-CIDNP toegepast om de elektronische structuur van de
elektron donor in kaart te brengen.

Het eerste doel van dit proefschrift was om een compleet beeld van de
elektronische grondtoestand van de donor van het RC van R. sphaeroides WT te
verkrijgen. Hoofdstuk 2 doet verslag van 2D photo-CIDNP DARR experimenten

met nanosecond laser flash excitatie van bacteri¢le RC, die op specifieke plaatsen
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in het Special Pair zijn verrijkt met 13C isotopen. Samen met eerder behaalde
resultaten is een complete chemical shift bepaling van het Special Pair verkregen.
Het 'shielding' patroon van de 13C kernen bevestigt dat er een lichte overmaat van
elektronen dichtheid is op pyrrool ring III van Pr in vergelijking met pyrrool ring
III van Py, verder is het patroon van de 13C shifts voor de ring koolstoffen in goede
overeenkomst met het verwachte karakter van de PP}, ladingsoverdracht
waarbij geldt dat & > €. Er is dus een breking van de symmetrie in de elektronische
grondtoestand met een overmaat van negatieve lading op PL gedetecteerd. De
asymmetrische distributie van elektronen dichtheid draagt mogelijkerwijs bij aan
de asymmetrie van de elektronen overdracht die na excitatie uitsluitend langs de
actieve tak plaatsvindt.

Functionele eigenschappen kunnen ook afhangen van dynamische
aspecten. Daarom is in Hoofdstuk 3 de dynamiek van de Special Pair onderzocht
met behulp van een nieuwe strategie die is gebaseerd op photo-CIDNP MAS NMR
experimenten. Spin-torch gebaseerde experimenten, waar de polarisatie
overdracht tussen verschillende 13C isotopen door spin diffusie mee kan worden
geobserveerd, worden in dit hoofdstuk geintroduceerd. Deze experimenten maken
het mogelijk om de locale mobiliteit in het Special Pair te meten. Polarisatie
overdracht tussen de met 13C isotopen verrijkte atomen van het Special Pair in 3-
ALA bacteriéle RC is onderzocht met behulp van 2D photo-CIDNP DARR
experimenten onder constante belichting. Met behulp van de gepresenteerde serie
van experimenten met verschillende 'mixing times’ is de dynamische asymmetrie
van het Special Pair in kaart gebracht. Het lijkt erop dat de breking van de pseudo-
C2 symmetrie meer is gerelateerd aan het totale supermolecuul dan aan de
individuele moleculen P. en Pm. Het dynamische plaatje is vergeleken met
polymorfisme in termen van Shelnutt’s NSD analyse die mogelijke variabiliteit in
de kristallijne toestanden aangeeft, in de richting van de Pwm bacteriochlorophyll.
Het resultaat is tevens in lijn met de ‘Redfield’s theory’ benadering. Mogelijke
implicaties van de lokale dynamiek van de symmetrie breking en de

ladingsoverdracht worden besproken.
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In Hoofdstuk 4 wordt naast de elektronische grondtoestand van het Special
Pair ook die van de primaire elektronen acceptor onderzocht. Hiervoor zijn
bacteriéle RC met u-13C4-6-aminolevulinic acid (u-ALA) verrijkte BChl en BPhe
bestudeerd onder constante belichting. Door vergelijking met al bekende waarden
uit de literatuur is een complete toekenning van de signalen van bacteri€le
pheophytine (®a) gerealiseerd. Het lijkt erop dat de elektronische structuur van
@4 in sterke mate overeenkomt met die van een BPhe a molecuul in oplossing, en
er is weinig bewijs gevonden voor packing effecten van de eiwit matrix. Daarom: is
geconcludeerd dat de ®a van de actieve tak niet op een speciale manier is
afgestemd door zijn directe omgeving.

Om het eiwit pocket, dat mogelijkerwijs de Special Pair afstemt, te
bestuderen, zijn alternatieve spin-torch experimenten voorgesteld (Hoofdstuk 5).
In dit concept wordt de sterke polarisatie overdracht van de donor koolstoffen aan
de pocket tot op atomair nivo bekeken. Hiervoor is de mogelijkheid om 13C photo-
CIDNP te gebruiken voor 13C-"H overdracht onderzocht. In dit hoofdstuk worden
de resultaten van polarisatie overdracht tussen sterk gepolariseerde 13C atomen en
thermisch gepolariseerde 'H besproken. Een vooruitblik van de mogelijke
toepassing van dergelijke spin-torch experimenten om in de toekomst de
omgeving van het aromatische systeem van het Special Pair te onderzoeken wordt

hier gepresenteerd.

Summary in Tamil (Y L1/6)) &F(b&HHL0)

SMUPMIGET, UTHSHEN LHMILD ¢eMN§Cadbemns Qaln LUTdhle NLTSHE, ¢eMNdCadHiens 616Im
AuumD-Ceudluwl Qawinenmenit QaMeui(h @l MMeNew 2 LCIITHSG, &g CEMOmSmeT 2 HUSH
Q&g Qanenfleimen. Qnhd aN§CaTHms ealmsiemlol  Heneollmisbeiled Mg, epaflimed
GG LILL L. 6Te0SHL M6 LMmMmLD, sand HOULTS HenLQUMIKTD 6 Geudalsnssim@Ln.
Gugid, Qe Coudalensmuier @GeurauiLLd Q&IOS M6t LHLIL ev&HdLD 66516MM Cb([hHIGHMDIGI.
QM. evQUMTIMUL eV WT 61631D  HlEueUNMuer epeMlgGandhemnsd eMenesienlolidbdHed, 6160&L[T6d
uNIHDSHDHG, Penauisrjeulss Qe &né&n Henenselled, spetimi smett Caliey QauniLGHME).
LOADIT®M,  ubsl, SCH Sl iwl  GuILGLmflervLld 160 26en  @aldsHCaMams
allenenenlowibPHed,  eTeusHLOmest  uNMMHOL),  Qeneusnyeiuilest  @ueui;  Hevensefenin
HEOLQUMIKET DG QSDHm&IL 6Te0SHL M6 LNOTHMSH6H Q&IOS LMHMILD Heng, @etiemin
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SANWLLLTS IDIGL. @end &auiL i, eldCansms elnssienloidSHedl(hhsl, HevLnbleneo
CuMLCLI-§.g1q 616010 elea1&letim LUMNCanHementuedt  cLoe0ld  HenL&H@GLD,  LAMSLULEGSHSLILL L
61601.6T1L0. )T 2 61160860 62 (b LGSHHM SH(hHaNns eNPhGHIMS). 61651Geu, Qbd yplieed GuTLGLT-
fNglg e eeelln.yl  2.HH el  TLHLDMEN  eUPRISUNeTT  QevdHHNsuienLoliL L6y

Qe Benengl. Qhd UI6USSHL (R0 RhG) SASHILIMLIMISTE NM&ESLILIL (heene.

SSSHmun eeim: Qhe yule] uHMit ChTHasL WOMID NG &MMhY L6w eILfhIS6H

(6T EMIEMILILIMS QUPMISLILIL (R6iTeng).

apHwmun  Guen@: Qne uNCandmendE CoHiley Qe Smuy @L hiseiled
&HMWSHS “C &MndHHmed SepLwinenn Qaunuiul’ L, Smly @enewl  Qanal  ceMdCendbams
allenenenLOWILONesIGl, BrGeum oMbl 2Ll el MIL Qamean(, Henmey QewILLULL & @bd
unGangeneouilest eneold AmLUL @enewiuedt (L (QemLawine Geud baTaNes €286H6H60 QUDMLILILL I
Cugyin, Py LNGHTEL euemenLd I -3 e, Py LNCHMEL euemenLd 111-6m681 CHTHSE, Fo(BHEL 6160SHL[T6d
SIL1$S QHLLSTE, HSHMiLSS C 106 [Nt Ceud haay SenLLi, PE'P&_ O > €61 LO6ATERIL_ L
ufmmo &eemnéd@ Fhsneoulled QHHHBIMG. Q&H6uMedL HTRHMEL P -60 2 616 Fn(hDHeL GOM
MetTeIL L LD Siseoflett &L0GET  6T60HLMeT SedLolisnll LADYQSIIHGIMSE. Qhd SHevorpIrILL L
&FL0EEIMHM 6T6LSHLOM6N SILMSH LJeusd, Serieymm MemevuNed BHemLQUMILY &EETMM 6T60&HL[T6dT

uNMMHOSHMHE Q&L GHNHSHIINS C1&UIOLIL 6VMLD.

SAGSMLLD  eLpesIml: @@ Udt 2 sdHuimer, CUILGCLM-H.83.19.6T601.11  LATEV  6T631.6TLD. Q1T
unGangenen Qamen®, Souy Qeneoulent @uwisbs ueoil Wrmuiul Getensn. Cgitd, @bd
unGangeneniullest cpevld AU  Qemeooiuilest 2 61 HHIHMee plle] QFUILT (G HETDSI.
QanLng&wmen epefMuyl L 10 Qameioil 2D GUTLGLM-§.3.1q.61601.11 DARR UMGETSHemen Qamesu(, 3-ALA
urdleul eNlenest snLowiSHled 2 enen, AmLUL Qeneoiullev, SiemLimenfiLbulL $HMwsHs “C Mo
IHH([HSHH@hHGEN  bOLOUMID  (HMEILTHSH UNMMOL]  le] Q&uwwiUL (Herernen.
CumaenL LNGETHMmeadHailed QUDUULL Quisdeiled ooy UMM, Shelnutt's NSD LIGLUUIMILIGY
Qanan® eNassld SeNéslLl (et &0EET  qamMley wOHmh Al L ufrHomédHHG
QanLiiysnL i, GAOUNLL QL &S0 goluBLn @uisHs Hlemnev LIGBILITED, JHLIL &Hdnlg Lt T6n6T6 e LIHM

&[S GI&H&6N QG MeNdhsLLIL (Heene.

SIHHMILD BIETG: (LNGHedeL, ALY Qensmuiullest SMphlened LHMIL SH&HEUDSHE, (LASH6HIEOLO
geusLmen  gmée  elifley Qewnuiul (Henenssl. U-ALA  BChl  LOMMIN  BPhe  UM&leMimees
alleneslenLOLLITIGEN, QSTLT&Emen epefiuyl L L0 eLpeuln UNCETGHemen Q& LILILIL (Berenest. @6 eLa6vLn,
D©4-631 (LO(PEMLOWITEN Goud) hHTaN6H €281HSH60 QUMLUILIL (H6iTernenr. @&6uTed BPhe - UN6IH 2 hHSLILILL &Hlemen,

601G SHMHMSST6L QengLILMeNeL6m6V 6160TLIGI 2 MIG) Q& IILILILIL (HéTerent.
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ASHWMULD Khg: AL Qenemuienil QenLLD MeusbddHdalqll LJsH 6lenssl nLOILIGHNSD,
GeumiuL_ L eroLNes-Lmiié uMGangenest Qameini(h plle) QI (LAeNMEET, (LGTCLMAWIILL (BeTeng).
Cugiln, &HMwss “c QsmeoL GUTLGLT-§.83.19.61651.19 LNGENTHeM6s eLaeVLd, “C-'H Si6unidhseriedt
QenLulled @uievddunigil UNMHOE eNendsLonsd Q&STHSHSULL (HeTengl. Q@mISWINs, erole-L g
uMGEnsenestuiles s1HHTeL LILIGTTUTL S, SMLIL Qenevuiuilest HCHTGLOG & &HML0 eI SHeM6T SMHMEnd,

U6 Q&LILISInIg Ul 2 §H&H6N eNendHaLILIL (heTernss.
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